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A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E S I S  o f  J o h n  D a v i d  M c C a l l u m  f o r  t h e  
M a s t e r  o f  S c i e n c e  i n  C h e m i s t r y  p r e s e n t e d  J u l y  2 2 ,  1 9 8 2 .  
T i t l e :  H y d r o x i d e  B i n d i n g  E q u i l i b r i u m  i n  H e m e r y t h r i n .  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
S a n d e r s - L o e h r ,  c h a i r m a n  
D a v i d  K .  R o e  
D e n n i s  W .  B a r n u m  
v  
J o h n  G .  R e u t e r  /  
T h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  a n d  t h e  
t h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  o f  t h e  b i n d i n g  o f  h y d r o x i d e  i o n s  t o  
t h e  a c t i v e  s i t e  o f  h e m e r y t h r i n ,  a n  i n v e r t e b r a t e  i r o n  c o n t a i n -
i n g  p r o t e i n ,  w a s  d o n e  b y  a  n e w  d i f f e r e n c e  s p e c t r o s c o p i c  
m e t h o d .  T h e  m e t h o d  e n a b l e s  a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t s  o f  e q u i l i b -
r i u m  c o n s t a n t s  w i t h o u t  a c c u r a t e  k n o w l e d g e  o f  m o l a r  a b s o r p t i v -
i t i e s  o r  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  i s  n o v e l  i n  t h a t  i t  t a k e s  
t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  e q u i l i b r i u m  m i x t u r e s ,  t h u s  
e n a b l i n g  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  w h e n  i t  i s  
n o t  c o n v e n i e n t  o r  p o s s i b l e  t o  p r o d u c e  e i t h e r  s u b s t a n c e  a s  a  
p u r e  r e f e r e n c e  m a t e r i a l .  
H e m e r y t h r i n  f r o m  t h e  s i p u n c u l i d  T h e M i s t e  d y s c r i t u m  w a s  
s h o w n  t o  b i n d  h y d r o x i d e  i o n  t o  i t s  b i n u c l e a r  i r o n  c h r o m o -
p h o r e  i n  a  1 : 1  s t o i c h i o m e t r y  w i t h  t h e  l o g a r i t h m  o f  t h e  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  bein~ 5.71~0.11 a t  2 5 ° C .  T h e  t e m p e r a -
t u r e  d e p e n d e n c e  o f  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  s h o w e d  t h a t  t h e  
e n t h a l p y  c h a n g e  u p o n  h y d r o x i d e  b i n d i n g  w a s  - 1 0 . 0 1 ± 1 . 4 5  k c a l /  
m o l e  a n d  t h e  e n t r o p y  c h a n g e  w a s  f o u n d  t o  b e  - 7 . 6 8 ± 2 . 4 1  c a l /  
m o l e - K .  
F u t u r e  a p p l i c a t i o n s  o f  t h i s  d i f f e r e n c e  s p e c t r o s c o p i c  
m e t h o d  a r e  s u g g e s t e d .  
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I N T R O D U C T I O N  
T h e  p r e s e n c e  o f  m o l e c u l a r  o x y g e n  i n  t h e  e a r t h ' s  
a t m o s p h e r e  p r o v i d e s  a n  a b u n d a n t  o x i d a n t  f o r  n e a r l y  a n y  f u e l  
t h a t  n a t u r e  c o u l d  p r o v i d e .  A l t h o u g h  o x y g e n  i s  f o u n d  i n  
c o m b i n a t i o n  w i t h  a l m o s t  e v e r y  e l e m e n t ,  m o l e c u l a r  o x y g e n  i s  
r e l a t i v e l y  s t a b l e  a n d  w i l l  n o t  e n t e r  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  a t  
b i o l o g i c a l l y  a c c e p t a b l e  r a t e s  a n d  t e m p e r a t u r e s  u n l e s s  i t  
h a s  b e e n  a c t i v a t e d .  O n e  o f  t h e  m e a n s  u s e d  b y  b i o l o g i c a l  
o r g a n i s m s  t o  a c t i v a t e  m o l e c u l a r  o x y g e n  i s  b y  c o o r d i n a t i o n  
t o  a  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n .  T h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  m e t a l  
c o n t a i n i n g  p r o t e i n s ,  w h i c h  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  s e q u e s t e r i n g  
e n e r g y  f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t ,  i s  a  r e q u i s i t e  b e g i n n i n g  t o  
t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  l i f e .  
H E M E R Y T H R I N  
H e m e r y t h r i n  i s  t h e  o x y g e n  t r a n s p o r t  p r o t e i n  o f  t h r e e  
p h y l a  o f  m a r i n e  i n v e r t e b r a t e s .  I t  c o m p o s e s  a b o u t  9 5 %  o f  t h e  
p r o t e i n  f o u n d  i n  t h e  b l o o d  c e l l s  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  a n d  i s  
t h e r e f o r e  r e a d i l y  a v a i l a b l e  f o r  s t u d y .  T h e  h e m e r y t h r i n  
m o l e c u l e  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 0 8 , 0 0 0  d a l t o n s  w h i c h  i s  
d i s t r i b u t e d  a m o n g  e i g h t  i d e n t i c a l  s u b u n i t s  ( K l o t z  a n d  
K e r e s z t e s - N a g y ,  1 9 6 3 ) .  E a c h  s u b u n i t  c o n t a i n s  t w o  i r o n  a t o m s  
a n d  h a s  t h e  c a p a c i t y  t o  b i n d  o n e  m o l e c u l e  o f  o x y g e n  ( B o e r i  
a n d  G h i r e t t i - M a g a l d i ,  1 9 5 7 ) .  
A l t h o u g h  t h e r e  h a s  n e v e r  b e e n  a  c o o p e r a t i v e  e f f e c t  
a t t r i b u t e d  t o  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  s u b u n i t s ,  a s  i s  
f o u n d  i n  h e m o g l o b i n ,  t h e  o c t a m e r i c  s t r u c t u r e  m a y  i n f l u e n c e  
t h e  a c t i v e  s i t e  s i n c e  t h e  o x y g e n  s t o r a g e  p r o t e i n  f o u n d  i n  
m u s c l e ,  m y o h e m e r y t h r i n ,  w h i c h  i s  a  m o n o m e r i c  u n i t  s i m i l a r  
t o  h e m e r y t h r i n ,  h a s  a  g r e a t e r  o x y g e n  a f f i n i t y  ( K u b o ,  1 9 5 3 ) .  
T h i s  d i f f e r e n c e  i n  o x y g e n  a f f i n i t y  f a c i l i t a t e s  t h e  t r a n s p o r t  
o f  o x y g e n  f r o m  t h e  c o e l o m i c  f l u i d  t o  t h e  m u s c l e  t i s s u e .  
T h e r e  a r e  t w o  p h y s i o l o g i c a l  f o r m s  o f  h e r n e r y t h r i n .  
T h e  o x y g e n  f r e e  p r o t e i n ,  c a l l e d  d e o x y h e m e r y t h r i n ,  h a s  b o t h  
i r o n  a t o m s  i n  t h e  r e d u c e d  o r  f e r r o u s  s t a t e  w h i l e  t h e  
o x y g e n a t e d  f o r m ,  k n o w n  a s  o x y h e m e r y t h r i n ,  h a s  b o t h  i r o n  
a t o m s  o x i d i z e d  t o  t h e  f e r r i c  s t a t e  ( K l o t z  a n d  K l o t z ,  1 9 5 5 )  
w h i l e  t h e  b o u n d  o x y g e n  m o l e c u l e  h a s  b e e n  r e d u c e d  t o  p e r o x i d e  
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( D u n n ,  e t  a l ,  1 9 7 3 ) .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  t h e  i r o n  d i m e r  
c a n  b e  o x i d i z e d  w i t h  c h e m i c a l  r e a g e n t s ,  s u c h  a s  f e r r i c y a n i d e ,  
f o r m i n g  a  s p e c i e s  n o w  k n o w n  a s  m e t h e m e r y t h r i n  ( M a r r i a n ,  1 9 2 7 )  
w h i c h  i s  n o  l o n g e r  c a p a b l e  o f  r e v e r s i b l y  b i n d i n g  o x y g e n  b u t  
w h i c h  t e n d s  t o  b i n d  v a r i o u s  a n i o n s  ( K e r e s z t e s - N a g y  a n d  K l o t z ,  
1 9 6 5 ) .  B y  s t u d y i n g  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e s e  a n i o n - c o n t a i n -
i ' r r g  f o r m s  o f  t h e  p r o t e i n  i t  i s  p o s s i b l e  t o  l e a r n  m o r e  a b o u t  
t h e  n a t u r e  o f  m e t a l  i o n  s i t e s  i n  p r o t e i n s  t h a n  i f  t h e  s t u d y  
w e r e  l i m i t e d  t o  t h e  t w o  p h y s i o l o g i c a l  f o r m s .  
T h e r e  a r e  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  o x i d i z e d  f o r m s  o f  
h e m e r y t h r i n  a n d  i n o r g a n i c  µ . - o x o  b r i d g e d  i r o n  d i m e r s .  T h e  
e l e c t r o n i c  s p e c t r a  a r e  s i m i l a r  ( G a r b e t t ,  e t  a l ,  1 9 6 9 ;  
S c h u g a r ,  e t  a l ,  1 9 7 2 ) ,  t h e y  h a v e  n e a r l y  i d e n t i c a l  M o s s b a u e r  
s p e c t r a  ( Y o r k  a n d  B e a r d e n ,  1 9 7 0 ;  G a r b e t t ,  e t  a l ,  1 9 7 1 ) ,  a n d  
t h e  m a g n i t u d e  o f  a n t i f e r r o m a g n e t i c  c o u p l i n g  i s  v e r y  c l o s e  
( O k a m u r a ,  e t  a l ,  1 9 6 9 ) .  
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T h e  v a r i o u s  a n i o n  a d d u c t s  o f  m e t h e m e r y t h r i n  t e n d  t o  
f a l l  i n t o  t h r e e  c l a s s e s  o f  b o u n d  l i g a n d .  Aquom~themerythrin 
i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  m o n o p h a s i c  f o r m a t i o n  f r o m  o x y h e m e r y t h r i n  
( B r a d i c ,  e t  a l ,  1 9 8 0 )  a n d  a  b i p h a s i c  r e d u c t i o n  b y  d i t h i o n i t e  
( H a r r i n g t o n ,  e t  a l ,  1 9 7 8 ) .  A n o t h e r  c l a s s ,  w h i c h  i n c l u d e s  
a z i d e ,  c y a n i d e ,  a n d  c y a n a t e ,  c a n  b e  c h a r a c t e r i z e d  b y  b i p h a s i c  
f o r m a t i o n  f r o m  o x y h e m e r y t h r i n  ( B r a d i c ,  e t  a l ,  1 9 8 0 )  a n d  n o  
o r  v e r y  s l o w  r e d u c t i o n  b y  d i t h i o n i t e  ( O l i v a s ,  e t  a l ,  1 9 7 9 ) .  
T h i s  s e c o n d  c l a s s  a l s o  s h o w s  a  s h i f t  o f  t h e  5 0 8  c m - l  R a m a n  
p e a k  a s s i g n e d  t o  t h e  i r o n - o x y g e n  v i b r a t i o n  o f  t h e  , µ . - o x o  
b r i d g e  u p o n  t r a n s f e r  t o  s o l v e n t  w i t h  l a b e l l e d  o x y g e n  ( F r e i e r ,  
e t  a l ,  1 9 8 0 ) .  A  t h i r d  c l a s s ,  w h i c h  i n c l u d e s  t h i o c y a n a t e ,  
f l u o r i d e ,  a n d  n i t r i t e ,  c a n  b e  c h a r a c t e r i z e d  b y  m o n o p h a s i c  
f o r m a t i o n  f r o m  o x y h e m e r y t h r i n  ( B r a d i c ,  e t  a l ,  1 9 8 0 ) ,  m o n o -
p h a s i c  r e d u c t i o n  b y  d i t h i o n i t e  i o n  ( O l i v a s ,  e t  a l ,  1 9 7 9 ) ,  a n d  
a l s o  s h o w s  n o  i n t e r c h a n g e  o f  t h e  µ - o x o  b r i d g e  w i t h  s o l v e n t  
(Fre~er, e t  a l ,  1 9 8 0 ) .  
T h e  i n t e r c o n v e r s i o n s  o f  t h e s e  f o r m s  o f  h e m e r y t h r i n  
a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  l w i t h  t h i o c y a n a t e  b e i n g  s h o w n  a s  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  t h i r d  c l a s s  o f  l i g a n d s  a n d  a z i d e  b e i n g  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  s e c o n d  c l a s s  o f  l i g a n d s .  
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F i g u r e  1 .  T h e  R e a c t i o n s  o f  H e m e r y t h r i n .  A z i d e  h a s  b e e n  
i n c l u d e a  a s  b e i n g  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a l l  l i g a n d s  i n  i t s  
c l a s s  a n d  t h i o c y a n a t e  h a s  b e e n  i n c l u d e d  a s  b e i n g  
c h a r a c t e r i s t i c  o f  a l l  l i g a n d s  i n  i t s  c l a s s .  
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T H E  C R Y S T A L  S T R U C T U R E  O F  H E M E R Y T H R I N  
A n  X - r a y  d i f f r a c t i o n  c r y s t a l  s t r u c t u r e  h a s  b e e n  d o n e  
o n  a q u o m e t h e m e r y t h r i n  f r o m  T h e m i s t e  d y s c r i t u m  ( S t e n k a m p ,  
•  
e t  a l ,  1 9 7 6 ) .  T h e  f i r s t  m o d e l  a t  l o w  (  2 . R A )  r e s o l u t i o n  h a d  
t h e  i r o n  a t o m s  a s  t h e  c e n t e r s  o f  o c t a h e d r a  w h i c h  s h a r e d  a  
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c o m m o n  f a c e .  T h e  v e r t i c e s  o f  t h e  c o m m o n  f a c e  w e r e  t w o  p r o t e i n  
c a r b o x y l a t e s  a n d  t h e  w a t e r  l i g a n d .  T h e  o t h e r  v e r t i c e s  w e r e  
o c c u p i e d  b y  f i v e  h i s t i d i n e  r e s i d u e s  a n d  o n e  t y r o s i n e  r e s i d u e  
f r o m  t h e  p r o t e i n .  T h e  r e v i s e d  h i g h e r  ( 2 . 2  A )  r e s o l u t i o n  m a p  
( S t e n k a m p ,  e t  a l ,  1 9 8 1 )  s h o w s  t h a t  t h e  t y r o s i n e  i s  n o t  c l o s e  
e n o u g h  t o  b e  a n  i r o n  l i g a n d  a n d  t h e  a z i d o m e t h e m e r y t h r i n  
d i f f e r e n c e  e l e c t r o n  d e n s i t y  m a p  ( S t e n k a m p ,  e t  a l ,  1 9 8 1 )  s h o w s  
t h a t  t h e  s h a r e d  o x y g e n  b r i d p , i n g  g r o u p  i s  c o n s e r v e d  a n d  t h e r e -
f o r e  i s  p r o b a b l y  t h e  ) 4 - - o x o  b r i d g e  a n d  n o t  a  w a t e r  l i g a n d .  
T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  a c t i v e  s i t e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 - h e l o w .  
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F i g u r e  2 .  T h e  A c t i v e  S i t e  S t r u c t u r e  o f  H e m e r y t h r i n .  
D o t t e d  T i n e s  r e c e d e ,  t r i a n g l e s  p r o t r u d e ;  t h e  s i t e  
m a r k e d  ( l i g a n d )  i s  v a c a n t  i n  a q u o m e t h e m e r y t h r i n  a n d  
o c c u p i e d  b y  a z i d e  i o n  i n  a z i d o m e t h e m e r y t h r i n .  
O n e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  i s  t o  h e l p  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  t h e  a c t i v e  s i t e  s t r u c t u r e  o f  b o t h  o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  
f o r m s  o f  h e m e r y t h r i n .  I s  t h e  o x y g e n  b i n d i n g  s i t e  s i m i l a r  t o  
t h e  a z i d e  b i n d i n g  s i t e  a n d  w h a t  a r e  t h e  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  
u p o n  o x y g e n  b i n d i n g  t o  d e o x y h e m e r y t h r i n ?  T h e  a c t i v e  s i t e  
s t r u c t u r e  o f  t h e  m e t h e m e r y t h r i n s  h a s  b e e n  f a i r l y  w e l l  e s t a b -
l i s h e d  b u t  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  o x y g e n  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  
a n d ,  e s p e c i a l l y ,  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e d u c e d  p r o t e i n  
m u s t  b e  d e t e r m i n e d  b e f o r e  a n y  m e c h a n i s m  c a n  b e  i m p l i e d .  
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T h e  a c t i v e  s i t e  s t r u c t u r e  o f  d e o x y h e m e r y t h r i n  c a n  b e s t  
b e  d e t e r m i n e d  b y  X - r a y  d i f f r a c t i o n  m e t h o d s ,  b u t  u n t i l  r e c e n t -
l y  c r y s t a l s  o f  t h e  r e d u c e d  p r o t e i n  h a v e  n o t  b e e n  a v a i l a b l e .  
I n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h i s  t h e s i s  d e o x y h e m e r y t h r i n  h a s  b e e n  
c r y s t a l l i z e d  f o r  X - r a y  a n a l y s i s  w h i c h  i s  c u r r e n t l y  b e i n g  d o n e  
b y  R o n  S t e n k a m p ,  L a r r y  S i e k e r ,  a n d  L y l e  J e n s e n  a t  t h e  
U n i v e r s i t y  o f  W a s h i n g t o n .  
A n o t h e r  s t r u c t u r a l  t e c h n i q u e  w~ich c a n  b e  u s e d  w i t h  
d e o x y h e m e r y t h r i n  i s  e x t e n d e d  X - r a y  a b s o r p t i o n  f i n e  s t r u c t u r e  
s p e c t r o s c o p y  ( E X P - . F S )  i n  w h i c h  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  a b s o r p t i o n  
o f  X - r a y s  w i t h  s u b s e q u e n t  e m i s s i o n  o f  a  K - s h e l l  e l e c t r o n  
d e p e n d s  o n  t h e  f i n a l  s t a t e  o f  t h a t  e l e c t r o n ,  w h i c h  i s  
d e p e n d e n t  o n  t h e  s u r r o u n d i n g  e l e c t r o n i c  m a t r i x .  T h i s  t e c h -
n i q u e  i s  r e l a t i v e l y  n e w  a n d  n o t  a s  w e l l  r e f i n e d  a s  X - r a y  
d i f f r a c t i o n  b u t  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  b e i n g  a b l e  t o  b e  u s e d  o n  
s a m p l e s  i n  s o l u t i o n .  E X A F S  o n  d e o x y h e m e r y t h r i n  a s  w e l l  a s  
t h e  o x y  a n d  m e t  a d d u c t s  h a s  b e e n  d o n e  o n  s a m p l e s  p r e p a r e d  i n  
c o n j u n c t i o n  w i t h  t h i s  t h e s i s  b y  T i m  E l a m  a n d  E d  S t e r n  a t  t h e  
U n i v e r s i t y  o f  W a s h i n g t o n  ( E l a m ,  e t  a l ,  1 9 8 2 a ;  1 9 8 2 b ) .  
I N T E R C O N V E R S I O N  O F  A Q U O  A N D  H Y D R O X Y  M E T H E M E R Y T H R I N S  
M e t h e m e r y t h r i n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  o x i d a t i o n  o f  
o x y h e m e r y t h r i n  w i t h  n o  b i n d i n g  l i g a n d s  p r e s e n t  h a s  b e e n  
r e f e r r e d  t o  a s  a q u o m e t h e m e r y t h r i n ;  t h e  i m p l i c a t i o n  i n  t h e  
n a m e  b e i n g  t h a t  a  w a t e r  m o l e c u l e  o c c u p i e d  t h e  s m a l l  a n i o n  
b i n d i n g  s i t e .  I f  t h e  p H  o f  a  m e t h e m e r y t h r i n  s o l u t i o n  i s  
r a i s e d  a n o t h e r  s p e c i e s ,  k n o w n  a s  h y d r o x y m e t h e m e r y t h r i n ,  i s  
f o r m e d ;  t h e  i m p l i c a t i o n  i n  t h e  n a m e  b e i n g  t h a t  a  h y d r o x i d e  
i o n  i s  b o u n d  t o  t h e  s a m e  s i t e .  
T h e  X - r a y  c r y s t a l l o g r a p h i c  d a t a  w e r e  c o l l e c t e d  o n  
r n e t h e m e r y t h r i n  f r o m  T h e m i s t e  d y s c r i t u m  a n d  s h o w  a n  e m p t y  
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s i t e  i n  t h e  a z i d e  b i n d i n g  l o c a t i o n .  T h e s e  c r y s t a l s  w e r e  
b e l i e v e d  t o  h a v e  b e e n  a q u o m e t h e m e r y t h r i n  b u t  t h e  u l t r a v i o l e t  
a n d  v i s i b l e  s p e c t r a  o f  t h e  m o t h e r  l i q u o r  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  
m a y  h a v e  b e e n  s o m e  h y d r o x y m e t h e m e r y t h r i n  p r e s e n t  i n  t h e  
c r y s t a l s .  K n o w l e d g e  o f  a n  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  f o r  t h e  
c o n v e r s i o n  o f  a q u o m e t h e m e r y t h r i n  t o  h y d r o x y m e t h e m e r y t h r i n  
w o u l d  g i v e  a  c l e a r e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  
c r y s t a l s  u s e d  i n  t h e  c r y s t a l l o g r a p h i c  m o d e l .  
T h e  p r i m a r y  a i m  o f  t h i s  t h e s i s  i s  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  a n d  i t s  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c e  f o r  
t h e  a q u o m e t h e m e r y t h r i n - h y d r o x y m e t h e m e r y t h r i n  c o n v e r s i o n .  
A l t h o u g h  t h e  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c e  o f  t h e  e q u i l i b r i u m  
c o n s t a n t  y i e l d s  t h e  t h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  ~G, ~H, a n d  ~S 
t h e i r  s i g n i f i c a n c e  a t  t h e  a c t i v e  s i t e  i s  o b s c u r e d  i n  a  l a r g e  
p r o t e i n  m o l e c u l e  w h e r e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  o f  t h e  p r o t e i n  
m a t r i x  a s  w e l l  a s  s e c o n d a r y  p r o t o n a t i o n s  c a n  c o n t r i b u t e  a s  
m u c h  a s  t h e  a c t i v e  s i t e  r e a c t i o n .  T h e  t h e r m o d y n a m i c s  c a n  b e  
u s e d  a s  a  c o m p a r i s o n  i n  f u t u r e  s t u d i e s .  
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T h e r e  r e c e n t l y  a p p e a r e d  a  d i f f e r e n c e  s p e c t r o s c o p i c  
m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  w h i c h  
d o e s  n o t  r e q u i r e  k n o w l e d g e  o f  t h e  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f  i c i -
e n t s  ( G o r m a n  a n d  D a r n a l l ,  1 9 8 1 )  a n d  i s  t h e r e f o r e  c o n v e n i e n t  
t o  u s e  f o r  p r o t e i n s  w h e r e  a n  a c c u r a t e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  
i s  d i f f i c u l t  t o  o b t a i n .  G o r m a n  a n d  D a r n a l l  d e m o n s t r a t e d  t h i s  
t e c h n i q u e  o n  h e m e r y t h r i n  f r o m  P h a s c o l o p s i s  g o u l d i i .  T h i s  
m e t h o d  w a s  t o  b e  u s e d  f o r  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  d e t e r m i n a -
t i o n  o f  t e h  a q u o m e t - h y d r o x y m e t  e q u i l i b r i u m  i n  T h e m i s t e  
d y s c r i t u m  i n  t h i s  t h e s i s  b u t  s o m e  o b j e c t i o n s  w e r e  r a i s e d  t h a t  
l e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  n e w  t e c h n i q u e  w h i c h  i s  o u t l i n e d  
i n  t h e  f o l l o w i n g  c h a p t e r  a n d  i s  t h e  m a j o r  f o c u s  o f  t h i s  
t h e s i s .  
T h e  m a i n  c r i t i c i s m  o f  t h e  G o r m a n  a n d  D a r n a l l  m e t h o d  i s  
t h a t  t h e  a s s u m p t i o n  w a s  m a d e  t h a t  t h e  m o l a r  e x t i n c t i o n  
c o e f f i c i e n t  o f  a q u o m e t h e m e r y t h r i n  w a s  e x a c t l y  t h e  s a m e  a s  
m e t h e m e r y t h r i n  w i t h  p e r c h l o r a t e .  I t  w a s  s h o w n  ( D a r n a l l ,  e t  
a l ,  1 9 6 8 )  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  n i t r a t e ,  c a r b o n a t e ,  p h o s p h a t e ,  
a n d  e s p e c i a l l y  p e r c h l o r a t e  r a i s e d  t h e  p K  o f  t h e  a q u o m e t  t o  
h y d r o x y m e t  e q u i l i b r i u m  a n d  i t  h a s  n o w  b e c o m e  c o m m o n  p r a c t i c e  
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t o  s t a b i l i z e  t h e  a q u o m e t  f o r m  w i t h  p e r c h l o r a t e .  S i n c e  
a q u o m e t h e m e r y t h r i n  i s  n o t  b e l i e v e d  t o  b e  o b t a i n a b l e  i n  p u r e  
s o l u t i o n  w i t h o u t  r a i s i n g  t h e  p K  w i t h  p e r c h l o r a t e  i t  c a n  n o t  
b e  s h o w n  t h a t  t h e  s p e c t r a l  s i m i l a r i t i e s  t h a t  t h e  p e r c h l o r a t e  
f o r m  h a s  t o w a r d s  a q u o m e t h e m e r y t h r i n  a r e  a n  a c c u r a t e  m i m i c .  
F u r t h e r m o r e ,  c r y s t a l l o g r a p h i c  s t u d i e s  ( S t e n k a m p ,  e t  a l ,  1 9 7 8 )  
h a v e  s h o w n  t h a t  a l t h o u 8 h  p e r c h l o r a t e  b i n d s  a t  a  s i t e  1 5  
a n g s t r o m s  a w a y  f r o m  t h e  i r o n  c e n t e r  i t  a l s o  i n d u c e s  s o m e  
n e g a t i v e  e l e c t r o n  d e n s i t y  n e a r ,  b u t  n o t  a t ,  t h e  l i g a n d  b i n d -
i n g  s i t e .  I n  l i g h t  o f  t h i s  o b s e r v a t i o n  t h e r e  m u s t  b e  s e r i o u s  
d o u b t s  a s  t o  w h e t h e r  t h e  a d d i t i o n  o f  p e r c h l o r a t e  p r e s e r v e s  
t h e  e l e c t r o n i c  s p e c t r u m  a n d  s i n c e  t h e  a q u o  f o r m  c a n n o t  b e  
o b t a i n e d  i n  p u r e  f o r m  w i t h o u t  r a i s i n g  t h e  p K  b y  p e r c h l o r a t e  
a d d i t i o n  t h i s  a s s u m p t i o n  c a n n o t  b e  r i g o r o u s l y  t e s t e d .  
A n o t h e r  c r i t i c i s m  o f  t h e  G o r m a n  a n d  D a r n a l l  m e t h o d  i s  
t h a t  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  t e s t  ~A, t h e  d i f f e r e n c e  i n  a b s o r b a n c e ,  
a s  a  f u n c t i o n  o f  h e m e r y t h r i n  c o n c e n t r a t i o n  a t  c o n s t a n t  i o n i c  
s t r e n g t h .  D u e  t o  t h e  i n d e t e r m i n a n t  n a t u r e  o f  t h e  ~yriad 
c h a r g e d  s i t e s  o n  t h e  h e m e r y t h r i n  m o l e c u l e  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  
k e e p  i o n i c  s t r e n g t h  c o n s t a n t  a s  h e m e r y t r h i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  
v a r i e d  b u t  s t i l l  c o n c e n t r a t e d  e n o u g h  t o  g i v e  r e a s o n a b l e  
s p e c t r a l  d i f f e r e n c e s .  
T H E O R Y  
A  N E W  M E T H O D  F O R  D E T E R M I N I N G  
E Q U I L I B R I U M  C O N S T A N T S  F R O M  D I F F E R E N C E  S P E C T R O S C O P Y  
D i f f e r e n c e  s p e c t r o s c o p y  h a s  b e e n  u s e d  i n  m a n y  
i n v e s t i g a t i o n s  o f  p r o t e i n - l i g a n d  b i n d i n g  c o n s t a n t s .  O n e  o f  
t h e  m o s t  r e c e n t  a p p l i c a t i o n s  w a s  m a d e  i n  a  s t u d y  o f  t h e  
h y d r o x i d e  a n d  t h i o c y a n a t e  b i n d i n g  e q u i l i b r i a  w i t h  h e m e r y t h -
r i n  b y  G o r m a n  a n d  D a r n a l l  ( 1 9 8 1 ) .  I n  t h e  G o r m a n  a n d  D a r n a l l  
m e t h o d  i t  i s  n o t  n e c e s s a r y  t o  k n o w  t h e  m o l a r  e x t i n c t i o n  
c o e f f i c i e n t s  o f  e i t h e r  t h e  r e a c t a n t s  o r  t h e  p r o d u c t s  a s  
l o n g  a s  t h e  l i g a n d  i s  t r a n s p a r e n t  i n  t h e  r e g i o n  o f  i n t e r e s t .  
T h i s  i s  a  b o o n  t o  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  p r o t e i n  e q u i l i b r i u m  
c o n s t a n t s  w h e r e  m o l a r  a b s o r p t i v i t i e s  a r e  o f t e n  d i f f i c u l t  t o  
o b t a i n .  I n  t h i s  m e t h o d ,  h o w e v e r ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  h a v e  a  
s a m p l e  o f  u n l i g a t e d  o r  f u l l y  l i g a t e d  p r o t e i n  i n  t h e  
r e f e r e n c e  b e a m .  T h i s  i s  n o t  a l w a y s  p r a c t i c a l  i f  t h e  
i n v e s t i g a t i o n  i s  o f  a  s e c o n d a r y  b i n d i n g  s i t e  o r  i f  t h e  
l i g a n d  i s  a  u b i q u i t o u s  a g e n t  s u c h  a s  a  w a t e r  m o l e c u l e  o r  a  
h y d r o x i d e  i o n  o r  i f  t h e  p r o t e i n  i s  s e n s i t i v e  t o  w i d e  r a n g e s  
o f  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n  ( e . g .  d e n a t u r a t i o n  d u e  t o  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  a c i d ,  b a s e ,  o r  s a l t ) .  
H e r e i n  i s  p r e s e n t e d  a n  e x t e n s i o n  o f  t h e  G o r m a n  a n d  
D a r n a l l  m e t h o d  w h i c h  i s  e s p e c i a l l y  s u i t e d  t o  t h e s e  
e x c e p t i o n s .  I t  i s  a  c o n v e n i e n t  m e t h o d  t o  u s e  f o r  d e t e r m i n -
i n g  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  o f  s a m p l e s  w h i c h  h a v e  
r e l a t i v e l y  l a r g e  s p e c t r a l  c h a n g e s  u p o n  l i g a n d  b i n d i n g ,  
c a n n o t  b e  s u b j e c t e d  t o  w i d e  r a n g e s  o f  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n ,  
a n d  a r e  n o t  e a s i l y  o b t a i n a b l e  i n  p u r e  f o r m .  
A s s u m e  a  p r o t e i n ,  P ,  b i n d s  a  l i g a n d ,  L ,  r e s u l t i n g  i n  
a n  e q u i l i b r i u m  g i v e n  b y  t h e  e x p r e s s i o n :  
1 1  
P  +  n L  - +  P L n  
(  I I - 1 )  
w i t h  a n  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  d e f i n e d  b y :  
K e q  =  Y P L  [ P L n ]  /  ~P[P](YL[L])n 
n  
w h e r e  t h e  b r a c k e t e d  t e r m s  a r e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s ,  Y  
(  I I - 2 )  
d e n o t e s  t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  s u b s c r i p t e d  s p e c i e s ,  
a n d  n  i s  t h e  n u m b e r  o f  l i g a n d  m o i e t i e s  b o u n d  a t  t h e  b i n d i n g  
s i t e .  
T h e  a b s o r b a n c e ,  A ,  f o r  a n  e q u i l i b r i u m  m i x t u r e  o f  f r e e  
a n d  b o u n d  p r o t e i n  i s  g i v e n ,  p r o v i d e d  t h a t  b o t h  s p e c i e s  o b e y  
t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  a n d  t h e  l a w  o f  a d d i t i v e  a b s o r b a n c e s ,  
b y  t h e  e x p r e s s i o n :  
A  =  (  E p  [  P  ]  +  e  P L n  [  P L n  ]  )  !  .  
(  I I - 3 )  
T h e  p a t h  l e n g t h  i s  g i v e n  b y  l  a n d  e  i n d i c a t e s  t h e  r e s p e c t i v e  
m o l a r  a b s o r p t i v i t i e s .  T h i s  r e l a t i o n  i s  v a l i d  a t  a n y  w a v e -
l e n g t h .  
I f  a  d i f f e r e n t  e q u i l i b r i u m  m i x t u r e  i s  p u t  i n  t h e  
r e f e r e n c e  b e a m  t h e  m e a s u r e d  a b s o r b a n c e ,  A A ,  t h r o u g h  a  p a t h  
l e n g t h  o f  u n i t y  i s  g i v e n  b y :  
~A =  E p [ P ] s  +  ~PL I P L n ] s  - € p [ P ] r  - e P L  [ P L n ] r  
n  n  
(  I I - 4 )  
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w h e r e  t h e  s u b s c r i p t s  s  a n d  r  r e f  e r  t o  t h e  s a m p l e  a n d  r e f e r -
e n c e ,  r e s p e c t i v e l y .  
I f  t h e  t o t a l  p r o t e i n  · c o n c e n t r a t i o n ,  C ,  i s  e q u a l  i n  
b o t h  t h e  s a m p l e  a n d  r e f e r e n c e  c e l l s  s u c h  t h a t :  
C  =  [  P  ]  +  [  P L  ]  =  [  P  ]  +  [  P L  ]  
s  n s  r  n r  
(  I I - 5 )  
t h e n  a A  c a n  b e  r e w r i t t e n  a s  ( E q .  I I - 6 ) :  
~ =  E p [ P ] s  +  E P L  C  - E P L  [ P ] s  - t p [ P ] r  - € P L  C  +  E P L  [ P ] r  
n  n  n  n  
w h i c h  c a n  b e  r e a r r a n g e d  t o :  
J 1 A  =  ' 1 E  (  [  p ]  - [  p ]  )  .  
s  r  
( I I - 7 )  
O n e  c a n  t h e n  m a k e  a n o t h e r  i n d e p e n d e n t  m e a s u r e m e n t  o n  
a  d i f f e r e n t  e q u i l i b r i u m  m i x t u r e  a g a i n s t  t h e  s a m e  r e f e r e n c e  
m i x t u r e  a n d  h a v e  a n o t h e r  m e a s u r e d  a b s o r b a n c e ,  ~A', w h i c h  i s  
e q u a l  t o  ~E([P]t - [ P ] r )  w h e r e  t h e  s u b s c r i p t  t  r e f e r s  t o  t h e  
s e c o n d  s a m p l e .  T h e  r a t i o  o f  ~A t o  ~A' w h i c h  I  w i l l  c a l l  ~ 
w i l l  e l i m i n a t e  t h e  n e e d  t o  k n o w  ~E a n d  w i l l  b e  g i v e n  b y :  
o (  =  J l A / A A '  =  ( [ P ]  - [ P ]  )  I  ( [ P ] t  - [ P ]  ) .  
s  r  r  
(  I I - 8 )  
T h i s  e q u a t i o n  c o n t a i n s  t h r e e  u n k n o w n  q u a n t i t i e s :  [ P ] s '  
[ P ] t ,  a n d  [ P ] r  b u t  o u r  d e s i r e  i s  t o  k n o w  t h e  e q u i l i b r i u m  
c o n s t a n t  w h i c h  c a n  b e  e x p r e s s e d  b y  t h r e e  i n d e p e n d e n t  
e q u a t i o n s :  
K e q  =  Y p 1 n [ P L n ] s  I  l p [ P ] s ( Y L [ L ] s l n  
(  I I - 9 )  
K e q  =  Y p 1 n [ P L n ] t  I  Y p [ P ] t ( Y L [ L ] t ) n  
( I l - 1 0 )  
K e q  =  Y p 1 n [ P L n ] r  I  Y p [ P ] r ( Y L [ L ] r ) n .  
( I I - 1 1 )  
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T h e s e  e q u a t i o n s  i n t r o d u c e  t h e  u n k n o w n  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  
a n d  t h e  u n k n o w n  q u a n t i t y  n .  W e  c a n  s i m p l i f y  t h e m  b y  a s s u m i n g  
t h a t  Y P L  =  Y p ·  S i n c e  l i g a n d  b i n d i n g  d o e s  n o t  a p p r e c i a b l y  
n  
a l t e r  t h e  l a r g e  p r o t e i n  m o l e c u l e  t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  
s h o u l d  b e  s i m i l a r  a t  s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  b e c a u s e  t h i s  
t e c h n i q u e  i s  d e s i g n e d  f o r  s m a l l  c h a n g e s  i n  c o n c e n t r a t i o n s  
t h i s  a s s u m p t i o n  i s  r e a s o n a b l e .  T h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  o f  
t h e  l i g a n d  i s  o f t e n  i n c l u d e d  i n  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  l i g a n d  
a c t i v i t y .  I f  t h e  l i g a n d  b i n d i n g  c o n s t a n t  i s  h i g h  a n d  t h e  
l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n  l o w  t h e n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l i g a n d  
w i l l  b e  w h a t  i s  m e a s u r e d  b y  m o s t  t e c h n i q u e s .  O n l y  w h e n  t h e  
b i n d i n g  c o n s t a n t  i s  l o w  a n d  a  l a r g e  r e s e r v o i r  o f  l i g a n d  i s  
a d d e d  i n  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  w i l l  a  c o r r e c t i o n  f o r  l i g a n d  
a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  b e  n e c e s s a r y .  
T o  f i n d  n  i t  w o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  a d d  a n o t h e r  s a m p l e  
y i e l d i n g  a  s i x t h  e q u a t i o n  b u t  t h e s e  e q u a t i o n s  w o u l d  n o t  b e  
l i n e a r  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e y  w o u l d  g e n e r a t e  a n  
e x t r a n e o u s  s o l u t i o n .  I t  i s  m o r e  c o n v e n i e n t  t o  d e t e r m i n e  n  
b y  a n o t h e r  m e t h o d  ( e . g .  B e n e s i  a n d  H i l d e b r a n d ,  1 9 4 9 ;  
S c a t c h a r d ,  1 9 4 9 )  o r  t o  i m p l i c i t l y  d e t e r m i n e  i t  b y  f i n d i n g  
t h e  m o s t  c o n s i s t e n t  s e t  o f  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  o b t a i n e d  
f r o m  s e v e r a l  s a m p l e s  a n d  d i f f e r e n t  i n t e g e r  v a l u e s  o f  n .  
S o l v i n g  E q u a t i o n s  I l - 8 ,  I l - 9 ,  I l - 1 0 ,  a n d  I l - 1 1  b y  t h e  
m e t h o d  o f  G a u s s  k e e p i n g  n  a s  a n  a r b i t r a r y  p a r a m e t e r  ( s e e  
A p p e n d i x  A )  g i v e s  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  a s  a  f u n c t i o n  o f  
t h e  l i g a n d  a c t i v i t i e s  ( o r  c o n c e n t r a t i o n s )  a n d  t h e  m e a s u r e d  
s p e c t r a l  d i f f e r e n c e s  ( e x p r e s s e d  a s  ~) s u c h  t h a t :  
K e q  
~[L]n - ~[L]n +  [ L ] n  - [ L ] n  
r  t  s  r  
=  - -
[ L ] n [ L ] n  +  ~[L]n[L]n - [ L ] n [ L ] n  - ~[L]n[L]n 
r  t  s  t  s  t  s  r  
C O N S I D E R A T I O N S  O N  T H E  E R R O R S  I N  K  C A L C U L A T I O N  
e q  
1 4  
( 1 ! - 1 2 )  
T h e r e  a r e  t w o  m e a s u r e d  q u a n t i t i e s  w h i c h  c o n t r i b u t e  t o  
e r r o r  i n  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  b y  t h i s  
t e c h n i q u e :  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  l i g a n d  a c t i v i t i e s  a n d  t h e  
s p e c t r a l  d i f f e r e n c e s .  T h e  m e a s u r e m e n t  o f  s p e c t r a l  d i f f e r e n c e  
i s  a f f e c t e d  b y  t w o  s o u r c e s  o f  e r r o r :  t h e  m i s m a t c h  o f  s a m p l e  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
( i n c l u d i n g  e r r o r s  d u e  t o  e l e c t r o n i c  n o i s e ,  s t r a y  l i g h t ,  a n d  
b a n d p a s s  e r r o r s ) .  
T h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  c a n  b e  
e s t i m a t e d  b y  d o i n g  r e p e a t e d  e x p e r i m e n t s  a n d  n o t i n g  t h e  
d e v i a t i o n s .  I f  t h e  s p e c t r a l  c h a n g e s  u p o n  l i g a n d  b i n d i n g  a r e  
s m a l l  t h e s e  e r r o r s  c a n  b e  v e r y  s i g n i f i c a n t .  
T h e  e r r o r  i n  s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n  c a n  b e  r e d u c e d  b y  
f o l l o w i n g  c e r t a i n  t e c h n i q u e s .  T h e  p r e p a r a t i o n  o f  s a m p l e s  o f  
i d e n t i c a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w i t h  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  l i g a n d  i s  a c h i e v e d  b y  a d d i n g  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  l i g a n d  
t o  a l i q u o t s  f r o m  t h e  s a m e  p r o t e i n  s o l u t i o n .  T h e  a d d i t i o n  o f  
l i g a n d  c h a n g e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  b y  t h e  f a c t o r  V  / ( V  +  V
1
) ,  
p  p  
w h e r e  V P  i s  t h e  v o l u m e  o f  p r o t e i n  s o l u t i o n  a n d  v
1  
i s  t h e  
v o l u m e  i n c r e a s e  d u e  t o  t h e  a d d e d  l i g a n d .  T h i s  g i v e s  a  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n ,  C ,  w h i c h  c a n  b e  e x p r e s s e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  
1 5  
t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n ,  C
0
,  a s  f o l l o w s :  
C  =  C
0
( V  ~ E  ) / ( V  +  v
1  
~ E  ~ E
1
) ,  
( I l - 1 3 )  
p  p  p  p  
w h e n  t h e r e  i s  a  m e a s u r e m e n t  e r r o r ,  E p  a n d  E
1
,  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  v o l u m e  d e l i v e r e d .  
T h e  r e l a t i v e  e r r o r  i n  c o n c e n t r a t i o n ,  ( C '  - C ) / C ' ,  
w h e r e  C ' ,  t h e  c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n ,  i s  g i v e n  b y :  
C '  =  C  [ V  / ( V  +  V
1
) ]  
p  p  
c a n  b e  e x p r e s s e d  a s :  
v  I  (  v  + V l )  - (  v  ±  E  )  I  (  v  +Vl~ E  ~El) 
( C ' - C ) / C '  =  P  P  P  P  P  P  ·  
v  I  (  v  + V l )  
p  p  
T h i s  c a n  b e  s i m p l i f i e d  t o :  
( C '  - C ) / C '  =  
E  v
1  
+  V  E
1  
p  p  
V  ( V  +  v
1  
+  E  - E
1
)  
p  p  p  
w h e n  t h e  e r r o r  i n  t h e  p r o t e i n  a n d  l i g a n d  v o l u m e s  h a v e  
( I l - 1 4 )  
( I I - 1 5 )  
(  I l - 1 6 )  
o p p o s i t e  s i g n s  ( t h i s  i s  w h e n  t h e  e r r o r  i s  t h e  g r e a t e s t ) .  
M o s t  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  v o l u m e  m e a s u r i n g  d e v i c e s  
h a v e  a n  i n h e r e n t  e r r o r  o f  a b o u t  0 . 1 %  w h i c h  i~ u s u a l l y  
i n d e p e n d e n t  o f  v o l u m e  f o r  m o s t  o f  t h e  v o l u m e  r a n g e  o f  t h e  
a p p a r a t u s .  S o  i f  E .  = k V . ,  w h e r e  k  i s  t h e  e r r o r  c o n s t a n t  
1  1  
o f  t h e  d e v i c e  ( a p p r o x i m a t e l y  0 . 0 0 1  f o r  m o s t  g o o d  q u a l i t y  
c a l i b r a t e d  g l a s s w a r e )  t h e n  t h e  r e l a t i v e  e r r o r  g i v e n  i n  
E q u a t i o n  I l - 1 6  c a n  b e  f u r t h e r  s i m p l i f i e d  t o :  
( C '  - C ) / C '  =  
± 2 k V
1  
V P  +  v
1  
+  E p  - E l  
( I l - 1 7 )  
F r o m  E q u a t i o n  I I - 1 7  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  r e l a t i v e  e r r o r  i s  
m i n i m i z e d  b y  m a k i n g  v
1
,  t h e  v o l u m e  i n c r e a s e  d u e  t o  a d d e d  
l i g a n d ,  a s  s m a l l  a s  p r a c t i c a l  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  v o l u m e  o f  
p r o t e i n  s o l u t i o n  u s e d .  
1 6  
T h e  e r r o r  i n  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  l i g a n d  a c t i v i t i e s  w i l l  
p r o b a b l y  b e  t h e  l a r g e s t  e r r o r  i n  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t .  
L i g a n d s  c a n  b e  m e a s u r e d  b y  i o n - s e l e c t i v e  e l e c t r o d e s  w h e r e  
t h e  a c c u r a c y  i s  o f t e n  l i m i t e d  b y  i n t e r f e r i n g  i o n s  b u t  e v e n  
u n d e r  o p t i m u m  c o n d i t i o n s  w i l l  r a r e l y  a c h i e v e  g r e a t e r  t h a n  
± 3 %  a c c u r a c y .  T h i s  s p e c t r o s c o p i c  m e t h o d  i n c r e a s e s  t h i s  
e r r o r  s i n c e  t h e  c a l c u l a t i o n  i n v o l v e s  t h e  d i f f e r e n c e  o f  t w o  
m e a s u r e d  l i g a n d  a c t i v i t i e s .  F o r  e x a m p l e ,  a  g l a s s  m e m b r a n e  
e l e c t r o d e  w h i c h  i s  c a p a b l e  o f  m e a s u r i n g  h y d r o g e n  i o n  
a c t i v i t i e s  t o  w i t h i n  0 . 0 2  p H  u n i t s  w i l l  g i v e  a n  e r r o r  o f  
a b o u t  4 %  i n  t h e  h y d r o g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n  w h e n  m e a s u r i n g  
a  p H  o f  7  b u t  w h e n  m e a s u r i n g  a  d i f f e r e n c e  o f  0 . 3  p H  u n i t s  
t h i s  e r r o r  i s  i n c r e a s e d  t o  a l m o s t  1 0 % .  
O n e  o f  t h e  d i f f i c u l t i e s  w i t h  d i f f e r e n c e  s p e c t r o s c o p y  
i n  g e n e r a l  i s  t h a t  t h e  t o t a l  a b s o r b a n c e  i s  o f t e n  q u i t e  h i g h  
i n  o r d e r  t o  g e t  a n  a p p r e c i a b l e  s i g n a l  f o r  t h e  d i f f e r e n c e .  
T h e  s i g n a l  i s  o f t e n  i n c r e a s e d  b y  i n c r e a s i n g  t h e  b a n d p a s s .  
T h i s  c o n t r i b u t e s  a n  e r r o r  g i v e n  b y  t h e  f u n c t i o n :  
( I I - 1 8 )  
w h e r e  y  i s  t h e  w a v e l e n g t h  b e i n g  o b s e r v e d  a n d  f ( y )  i s  a  
f u n c t i o n  g i v e n  b y :  - 1 / 2 o
2
y
2  
+  ~/2~
2
y - ~
2
/2d
2
, where~ i s  
t h e  c e n t e r  o f  t h e  b a n d  w h i c h  i s  b r o a d e n e d  b y  a  G a u s s i a n  
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f u n c t i o n  a n d  6
2  
i s  t h e  v a r i a n c e  o f  t h a t  G a u s s i a n  f u n c t i o n .  
T h e  i n t e g r a l s  a r e  e v a l u a t e d  o v e r  t h e  b a n d p a s s .  T h e  w i d e r  
t h e  b a n d p a s s  t h e  g r e a t e r  t h e  s p e c t r a l  f l a t t e n i n g  b u t  i n  t h i s  
m e t h o d  t h i s  e r r o r  s o u r c e  i s  c o r r e c t e d  b y  t h e  u s e  o f  t h e  
r a t i o  o f  A A / a A '  w h i c h  w o u l d  h a v e  t h e  s a m e  p e r c e n t a g e  o f  
r e d u c t i o n  i n  b o t h  t h e  n u m e r a t o r  a n d  t h e  d e n o m i n a t o r .  
B E S T  E S T I M A T E  O F  K  
e q  
I n  a n  o r d i n a r y  e x p e r i m e n t  w h e r e  t h e  d e s i r e d  v a l u e  i s  
o b t a i n e d  d i r e c t l y  f r o m  a  s i n g l e  m e a s u r e m e n t  t h e  b e s t  e s t i m a t e  
o f  t h a t  v a l u e  i s  g i v e n  b y  t h e  m e a n  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  w i t h  
t h e  9 5 %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l  g i v e n  b y  !t~/rn, w h e r e  d  i s  t h e  
p o p u l a t i o n  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( e s t i m a t e d  f r o m  t h e  s a m p l e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n ) ,  n  i s  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s ,  a n d  t i s  
a  c o n s t a n t  w h i c h  a p p r o a c h e s  t h e  l i m i t i n g  v a l u e  o f  1 . 9 6  a t  
i n f i n i t e  d e g r e e s  o f  f r e e d o m .  H o w e v e r ,  i n  a n  e x p e r i m e n t  
w h e r e  t h e  d e s i r e d  v a l u e  i s  o b t a i n e d  f r o m  a  c a l c u l a t i o n  
i n v o l v i n g  t w o  o r  m o r e  s e p a r a t e  a n d  i n d e p e n d e n t  m e a s u r e m e n t s  
t h e  b e s t  e s t i m a t e  i s  g i v e n  b y  t h e  m e a n  o n l y  w h e n  t h e  
c a l c u l a t i o n  d o e s  n o t  i n v o l v e  m u l t i p l i c a t i o n ,  d i v i s i o n ,  o r  
e x p o n e n t i a t i o n  b y  a n o t h e r  e r r o r - c o n t a i n i n g  m e a s u r e m e n t .  
I n  t h i s  t e c h n i q u e  a  n o r m a l  d i s t r i b u t i o n  o f  e r r o r s  i n  
A A  w i l l  n o t  g i v e  a  n o r m a l  d i s t r i b u t i o n  t o  t h e  c a l c u l a t e d  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  b u t  w i l l  s k e w  t h e  m e a n  t o w a r d  l o w e r  
v a l u e s  w h e n  t h e  c h o s e n  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n s  p r o d u c e  l e s s  
t h a n  5 0 %  b o u n d  l i g a n d  a n d  t o w a r d s  h i g h e r  v a l u e s  w h e n  t h e  
c h o s e n  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n s  p r o d u c e  t h e  o p p o s i t e  e f f e c t .  
I f  t h e r e  a r e  a  l a r g e  e n o u g h  n u m b e r  o f  c h o s e n  l i g a n d  c o n c e n -
t r a t i o n s  t h e s e  e f f e c t s  w i l l  c a n c e l  o n e  a n o t h e r  a c c o r d i n g  t o  
t h e  C e n t r a l  L i m i t  T h e o r e m  b u t  i n  c a s e s  o f  s m a l l  d a t a  s e t s  
a  m e a n  o f  t h e  c a l c u l a t e d  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  w i l l  b e  
s k e w e d  i n  a n  i n d e t e r m i n a t e  d i r e c t i o n .  
I n  t h i s  t e c h n i q u e  s e v e r a l  A A  v a l u e s  a t  d i f f e r e n t  
l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n s  c a n  b e  m e a s u r e d  a n d  a l l  p o s s i b l e  
c o m b i n a t i o n s  o f  t h r e e  u s e d  t o  r e p r e s e n t  s a m p l e s  r ,  s ,  a n d  t  
i n  E q u a t i o n  I l - 1 2 .  T h e  g e n e r a t e d  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  a r e  
n o t  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  b u t  a r e  a  f u n c t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  
u s e d  i n  t h e  c a l c u l a t i o n .  I f  t h e  m a g n i t u d e  o f  e r r o r  i n  o n e  
~A m e a s u r e m e n t  i s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  a n o t h e r  t h e n  t h a t  
e r r o r  w i l l  s h o w  u p  a s  a  n o n - r a n d o m  p a t t e r n  i n  t h e  c a l c u l a -
t i o n s  i n v o l v i n g  t h a t  m e a s u r e m e n t .  T h e  e x i s t e n c e  o f  t h e s e  
p a t t e r n s  c a n  i n d i c a t e  t h e  d i r e c t i o n  a n d  a p p r o x i m a t e  m a g n i -
t u d e  o f  e r r o r  ( r e l a t i v e  t o  t h e  o t h e r  s a m p l e s )  i n  a  g i v e n  
m e a s u r e m e n t .  A  b e t t e r  e s t i m a t e  t h a n  t h e  m e a n  c a n  b e  
o b t a i n e d  b y  d o i n g  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  a n d  g e n e r a t i n g  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  f o r  a l l  p o s s i b l e  c o m b i n a t i o n s  o f  t h e  
d a t a  a n d  t h e n  a d j u s t i n g  ( w i t h i n  a  l i m i t  d e f i n e d  b y  t h e  
s t a n d a r d  e r r o r  o f  a n  i n d i v i d u a l  6 A )  t h e  d a t a  i n  o r d e r  t o  
f i n d  t h e  o n e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  w h i c h  r e q u i r e s  t h e  l e a s t  
a d j u s t m e n t  t o  b e  g e n e r a t e d  b y  e v e r y  p o s s i b l e  c o m b i n a t i o n .  
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T h i s  s e c t i o n  h a s  g i v e n  a  g e n e r a l  o u t l i n e  f o r  t h e  
t r e a t m e n t  o f  d a t a  g e n e r a t e d  b y  t h i s  d i f f e r e n c e  s p e c t r o p h o t o -
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m e t r i c  t e c h n i q u e .  T h e  f i n a l  s e c t i o n  o f  t h e  c h a p t e r  e n t i t l e d  
" R e s u l t s "  s h o w s  h o w  t h e s e  g e n e r a l  c o n s i d e r a t i o n s  c a n  b e  
a p p l i e d .  
E X P E R I M E N T A L  P R O C E D U R E S  
A q u o m e t h e m e r y t h r i n  u n d e r g o e s  a  r e a c t i o n  w i t h  a q u e o u s  
h y d r o x i d e  i o n s  t o  f o r m  a  n e w  s p e c i e s  c a l l e d  h y d r o x y m e t -
h e m e r y t h r i n .  T h i s  r e a c t i o n  c a n  b e  o b s e r v e d  s p e c t r o s c o p i c a l l y  
( F i g u r e  3 )  b y  t h e  i n c r e a s e d  a b s o r b a n c e  i n  t h e  3 0 0 - 4 0 0  n a n o -
m e t e r  r e g i o n  o f  t h e  u l t r a v i o l e t  s p e c t r u m  o f  h y d r o x y m e t -
h e m e r y t h r i n  f r o m  T h e m i s t e  d y s c r i t u m .  S i n c e  t h e  s t r u c t u r e  o f  
a q u o m e t h e m e r y t h r i n  h a s  n o t  b e e n  s h o w n  t o  c o n t a i n  b o u n d  w a t e r  
m o l e c u l e s  t h i s  r e a c t i o n  c a n  b e  w r i t t e n  i n  t w o  w a y s .  E i t h e r  
a s  a n  a c i d  d i s s o c i a t i o n  r e a c t i o n :  
+  
H r  (  H
2
0 )  . - .  H r  ( O H )  +  n H  ,  w h e r e  K  =  
n  n  a  
o r  a s  a  h y d r o x i d e  b i n d i n g  r e a c t i o n :  
[  H r  (  O H )  ] [  H +  ]  n  
n  
[ H r ( H
2
0 ) n ]  
[ H r  ( O H )  ]  
n  
H r  +  n O H - - +  H r ( O H ) n '  w h e r e  K f  =  
[ H r ]  [  O H - ] n  
( i l l - 1 )  
<  m - 2 )  
E q u a t i o n  i l l - 2  h a s  b e e n  c h o s e n  a s  t h e  r e a c t i o n  e x p r e s s i o n  i n  
t h i s  t h e s i s  b e c a u s e  i t  c a n  b e  a p p l i e d  e q u a l l y  w e l l  t o  t h e  
b i n d i n g  o f  o t h e r  s m a l l  m o l e c u l e s  w h i c h  h e m e r y t r h i n  i s  k n o w n  
t o  d o .  E q u a t i o n s  I I I - 1  a n d  I I I - 2  a r e  r e l a t e d  i n  t h a t  K  =  K f K  
a  w  
w h e r e  K  i s  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  f o r  t h e  i o n i z a t i o n  o f  
w  
w a t e r .  
T h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  f o r  h y d r o x i d e  b i n d i n g  t o  
m e t h e m e r y t h r i n  c a n  b e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d  w h e r e :  
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- I  
1 . 0 -
t l . J  
~ 
~-
~ 
~ 
\  
\  
,  1  I  I  I  I  I  I  I  I  I  I  I  I  I  I  I  I  I  
0 . 0 - 2 4 0  2 8 0  3 2 0  3 6 0  4 0 0  2 4 0  2 8 0  3 2 0  3 6 0  4 0 0  
w a v e l e n g t h ( n m )  
F i r i z e  ~· A b s o r p t i o n  S p e c t r a  o f  M e t h e m e r y t h r i n s  F r o m  T w o  S p e c i e s .  
T h e  4 0 = 4 0 0  n m  r e g i o n  o f  t h e  s p e c t r u n  f r o m  P .  g o u l d i i  ( l e f t )  a n d  
T .  d y s c r i t u m  ( r i g h t )  .  S o l i d  l i n e s  i n d i c a t e  a q u a n e t h e m e r y t h r i n  a n d  
b r o k e n  l i n e s  a r e  h y d r o x y r n e t h e m e r y t h r i n .  C o n c e n t r a t i o n s  a r e  . 0 2 8 8  
r r t 1  f o r  P .  g o u l d i i  a n d  . 0 2 6 3  r r t 1  f o r  T . d y s c r i t u m  ( i n  i r o n ) .  
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K e q  =  
~[L]n - ~[L]nt +  [ L ] n  - [ L ] n  
r  s  r  
( i l l - 3 )  
[ L ] n [ L ] n  +  ~[L]n[L]n - [ L ] n [ L ] n  - a [ L ] n [ L ] n  
r  t  s  t  s  t  s  r  
F o r  t h i s  s y s t e m  ( u s i n g  n  =  1 ) :  
o {  (  [  O H ]  - [  O H ]  t  )  +  (  [ O H ]  - [ O H  ]  )  
K  _  r  .  s  r  
f  - o (  [ O H ]  (  [ O H ]  t  - [ O H ]  )  +  [ O H ]  t  (  [ O H ]  - [ O H ]  )  
s  r  r  s  
( i l l - 4 )  
w h e r e  [ O H ]  i s  t h e  a c t i v i t y  o f  h y d r o x i d e  i o n s  d e t e r m i n e d  f r o m  
a  m e a s u r e d  p H  v a l u e  a n d  a  c a l c u l a t e d  K  a n d  ~-is AA/~A', ~A 
w  
b e i n g  t h e  s p e c t r a l  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  s a m p l e  s  a n d  r e f e r e n c e  
r  a n d  A A '  b e i n g  t h e  s p e c t r a l  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  s a m p l e  t  a n d  
r e f e r e n c e  r .  
E X T R A C T I O N  A N D  P U R I F I C A T I O N  O F  H E M E R Y T H R I N  
H e m e r y t h r i n  f o r  t h e s e  s t u d i e s  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  t w o  
s p e c i e s  o f  s i p u n c u l i d ,  P h a s c o l o p s i s  ( s y n .  G o l f i n g i a )  g o u l d i i ,  
o b t a i n e d  l i v e  f r o m  M a r i n e  B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r i e s  i n  W o o d s  
H o l e ,  M a s s a c h u s e t t s  a n d  T h e m i s t e  d y s c r i t u m ,  o b t a i n e d  l i v e  
f r o m  t h e  O r e g o n  I n s t i t u t e  o f  M a r i n e  B i o l o g y  i n  C h a r l e s t o n ,  
O r e g o n .  
T h e  w o r m s  w e r e  c u t  o p e n  w i t h  d i s s e c t i n g  s c i s s o r s .  T h e  
c o e l o m i c  f l u i d  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  g l a s s  w o o l  a n d  c o l l e c t e d  
i n  a n  E r l e n m e y e r  f l a s k  o n  i c e .  T h e  b o d y  c a v i t y  w a s  r i n s e d  
w i t h  0 . 5 4  m o l a r  s o d i u m  c h l o r i d e  a n d  t h i s  r i n s e  w a s  p o o l e d  
w i t h  t h e  c o e l o m i c  f l u i d .  T h e  c o e l o m o c y t e s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  f o r  t e n  m i n u t e s  a t  1 0 0 0  g .  T h e  c e l l s  w e r e  
t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 5 4  m o l a r  s o d i u m  c h l o r i d e  a n d  c o l l e c t e d  
a g a i n  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  T h i s  w a s h i n g  p r o c e s s  w a s  r e p e a t e d  
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u n t i l  t h e  p a l e  a m b e r  c o l o r  o f  t h e  c o e l o m i c  p r o t e i n s  w a s  n o  
l o n g e r  v i s i b l e .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  l y s e d  b y · a d d i t i o n  o f  a n  
e q u a l  : v o l u m e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h i s  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  
c e n t r i f u g e d  f o r  t h i r t y  m i n u t e s  a t  1 0 , 0 0 0  g  t o  r e m o v e  c e l l u l a r  
d e b r i s .  T h i s  r e s u l t e d  i n  a  t r a n s l u c e n t  d a r k  r e d  s o l u t i o n  o f  
h e m e r y t h r i n .  I f  t h e  p e l l e t  h a d  a n y  v i s i b l e  r e d  c o l o r  i t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  r e c e n t r i f u g e d .  T h e  
h e m e r y t h b i n ,  b e i n g  9 5 %  o f  t h e  c e l l u l a r  p r o t e i n  ( C l a r k e ,  1 9 7 7 )  
w a s  t h e n  a l m o s t  p u r e .  
T h e  f i n a l  s t e p  w a s  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  b y  
c r y s t a l l i z a t i o n .  H e m e r y t h r i n  f r o m  P h a s c o l o p s i s  g o u l d i i  w a s  
d i a l y s e d  a g a i n s t  a  s o l u t i o n  o f  1 5 %  e t h a n o l  i n  w a t e r  w h i l e  
t h e  p r o t e i n  f r o m  T h e m i s t e  d y s c r i t u m  w a s  c r y s t a l l i z e d  b y  
d i a l y s i s  a g a i n s t  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  0 . 0 2  m o l a r  t r i s -
( h y d r o x y m e t h y l  ) a m i n o m e t h a n e  ( o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o .  
u n d e r  t h e  t r a d e m a r k  T r i z m a )  w h i c h  w a s  a d j u s t e d  t o  a  p H  o f  8 . 0  
w i t h  s u l f u r i c  a c i d .  I f  c r y s t a l s  f a i l e d  t o  a p p e a r  w i t h i n  2 4  
h o u r s  t h e  d i a l y s a t e  w a s  d i l u t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  d i s t i l l e d  
w a t e r .  T h i s  b u f f e r  w a s  s e l e c t e d  b e c a u s e  o f  t h e  o p t i c a l  
t r a n s p a r e n c y  o f  b o t h  T r i z m a  ( a l s o  k n o w n  a s  T r i s )  a n d  s u l f a t e  
b e t w e e n  2 3 0  a n d  1 3 5 0  n a n o m e t e r s  a n d  b e c a u s e  T r i s  a n d  s u l f a t e  
w e r e  b e l i e v e d  t o  b i n d  o n l y  w e a k l y  t o  h e m e r y t h r i n  ( K e r e s z t e s -
N a g y  a n d  K l o t z ,  1 9 6 5 ) .  T h e s e  b u f f e r s  w i l l  b e  r e f e r r e d  t o  a s  
T r i s - s u l f a t e  w i t h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  T r i s  p r e c e d i n g  a n d  
t h e  p H  f o l l o w i n g  p a r e n t h e t i c a l l y .  
T h e  l a r g e  c r y s t a l s  o f  h e m e r y t r h i n  w e r e  a l l o w e d  t o  
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s e t t l e  w h i l e  t h e  s m a l l e r  o n e s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  a  s l o w  
c e n t r i f u g a t i o n  ( l e s s  t h a n  1 0 0 0  g )  f o r  t w o  t o  t h r e e  m i n u t e s .  
T h e  c r y s t a l s  w e r e  r i n s e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  r e c o l l e c t e d  
b y  s e t t l i n g  a n d  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  c r y s a t l s  w e r e  t h e n  
d i s s o l v e d  i n  0 . 2  M  T r i s - s u l f a t e  ( 8 . 0 ) .  A l l  h e m e r y t h r i n  
s o l u t i o n s  o b t a i n e d  i n  t h i s  m a n n e r  w e r e  m o s t l y  o x y h e m e r y t h r i n  
b u t  h a d  s o m e  r e s i d u a l  m e t h e m e r y t h r i n  a n d  w i l l  b e  r e f e r r e d  t o  
a s  c e l l u l a r  h e m e r y t h r i n .  · · T h i s  m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n  i s  
e s s e n t i a l l y  t h a t  o f  K l o t z ,  K l o t z ,  a n d  F i e s s  ( 1 9 5 7 )  w i t h  o n l y  
m i n o r  c h a n g e s .  
D i s s o l u t i o n  o f  h e m e r y t h r i n  c r y s t a l s  i n  0 . 2  M  T r i s -
s u l f a t e  m a d e  i t  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  s t o c k  s o l u t i o n s  o f  2 - 5  m M  
i n  i r o n  d i m e r .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  u l t r a v i o l e t  a b s o r b a n c e  a t  2 8 0  n m .  
T h e  m o l a r  a b s o r p t i v i t i e s  a t  2 8 0  n m  a r e  3 5 , 4 0 0  a n d  3 3 , 3 0 0  p e r  
i r o n  d i m e r  f o r  ~· g o u l d i i  a n d  I ·  d y s c r i t u m  p r o t e i n ,  
r e s p e c t i v e l y  ( D u n n ,  e t  a l ,  1 9 7 1 ) .  T h e  p u r i t y  o f  o x y h e m e r y t h -
r i n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e s  a t  2 8 0 ,  3 6 0 ,  
a n d  5 0 0  n m  a n d  c o m p a r i n g  t h e  r a t i o s  o f  t h e s e  v a l u e s  w i t h  
t h o s e  o f  t h e  m o l a r  a b s o r p t i v i t i e s  r e p o r t e d  b y  D u n n ,  e t  a l .  
P R E P A R A T I O N  O F  M E T H E M E R Y T H R I N  
F O R  D I F F E R E N C E  S P E C T R O S C O P Y  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  m e t h e m e r y t r h i n  w a s  p r e p a r e d  b y  
d i l u t i n g  c e l l u l a r  h e m e r y t h r i n  t o  o b t a i n  a  s o l u t i o n  t h a t  h a d  
a  t o t a l  a b s o r b a n c e  o f  b e t w e e n  1  a n d  2  a t  3 6 0  n m  ( a b o u t  0 . 2  
m M  i n  i r o n  d i m e r ) .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  t h e n  o x i d i z e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  a  f o u r - f o l d  m o l a r  e x c e s s  ( p e r  i r o n  d i m e r )  o f  
s o l i d  p o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  t h e n  
d i a l y s e d  t h r e e  t i m e s  a g a i n s t  a  f i f t y - f o l d  v o l u m e  e x c e s s  o f  
0 . 0 2  M  p o t a s s i u m  h y d r o g e n  s u l f a t e  t h a t  h a d  b e e n  a d j u s t e d  t o  
2 5  
a  p H  o f  b e t w e e n  7 . 2  a n d  7 . 8  b y  a d d i t i o n  o f  s o l i d  T r i z m a  b a s e .  
T h i s  g a v e  a  T r i s - s u l f a t e  b u f f e r  w i t h  a n  i o n i c  s t r e n g t h  o f  
0 . 0 6 .  [ s e e  A p p e n d i x  C  f o r  a  d i s c u s s i o n  o f  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  
i o n i c  s t r e n g t h ] .  T h i s  d i a l y s i s  r e m o v e d  a n y  p o s s i b l e  
c h r o m o p h o r e s  d u e  t o  a n  e x c e s s  o f  f e r r i c y a n i d e  o r  i t s  r e a c t i o n  
p r o d u c t  f  e r r o c y a n i d e  b u t  a l s o  c a u s e d  s w e l l i n g  w h i c h  c o u l d  
r e d u c e  t h e  h e m e r y t h r i n  c o n c e n t r a t i o n  b y  a s  m u c h  a s  5 0 % .  
F o r  s p e c t r a l  m e a s u r e m e n t s  3 . 0 0  m l  o f  t h i s  s t o c k  solu~ 
t i o n  w e r e  a d d e d  t o  a  t e s t  t u b e  w i t h  0 . 3 0  m l  o f  a  T r i s - s u l f a t e  
b u f f e r  w i t h  a n  i o n i c  s t r e n g t h  o f  0 . 9 0  a n d  v a r i a b l e  p H  w i t h  a  
1  
s y r i n g e  b u r e t .  T h e  t e s t  t u b e s  w e r e  t h e n  c o v e r e d  w i t h  P a r a -
1
T h e  b u r e t  w a s  a  p r o d u c t  o f  M i c r o m e t r i c ,  I n c .  o f  C l e v e l a n d ,  
O h i o  a n d  h a d  d i v i s i o n s  o f  3  m i c r o l i t e r s .  B y  r e p e a t e d l y  
d e l i v e r i n g  v o l u m e s  o f  w a t e r  a n d  w e i g h i n g  t h e m  i t  w a s  f o u n d  
t h a t  t h e  b u r e t  w a s  c a p a b l e  o f  r e p r o d u c i n g  v o l u m e s  w i t h i n  
0 . 2 %  ( S e e  A p p e n d i x  A )  b u t  o n l y  w h e n  t h e  p r o c e d u r e  w a s  r i g o r -
o u s l y  c o n s i s t e n t .  F o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a l l  v o l u m e s  w e r e  
d e l i v e r e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  r a t e  f r o m  a  r e a d i n g  o f  
0 . 0 0  t o  3 . 0 0  f o r  t h e  p r o t e i n  s o l u t i o n  a n d  f r o m  1 . 0 0  t o  1 . 3 0  
f o r  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n .  T h e  i n i t i a l  s e t t i n g  w a s  e s t a b l i s h e d  
f r o m  t h e  n e g a t i v e  s i d e  a n d  t h e  b u r e t  t i p  w a s  w i p e d  w i t h  
t i s s u e  b e f o r e  d e l i v e r y .  T h e  f i n a l  d e l i v e r y  w a s  a l w a y s  c a p p e d  
o f f  b y  t o u c h i n g  t h e  b u r e t  t i p  t o  t h e  s i d e  o f  t h e  g l a s s  t e s t  
t u b e .  O c c a s i o n a l l y  t h i s  b u r e t  w o u l d  " r u n  o n "  a f t e r  d e l i v e r y .  
T h i s  w a s  a  h a z a r d  t h a t  w a s  c o n s t a n t l y  w a t c h e d  f o r .  F o r  
r e l o a d i n g  t h e  s y r i n g e  t h e  s e t t i n g  w a s  b r o u g h t  b a c k  b e y o n d  
t h e  i n i t i a l  d e l i v e r y  p o i n t  a n d  t h e  s y r i n g e  p l u n g e r  g r a d u a l l y  
p u l l e d  b a c k  t o  b e  f l u s h  w i t h  t h e  m a c h i n e  p l u n g e r .  I t  w a s  h e l d  
i n  t h i s  p o s i t i o n  f o r  s e v e r a l  s e c o n d s  b e f o r e  a d j u s t i n g  t h e  
b u r e t  t o  i t s  i n i t i a l  d e l i v e r y  p o s i t i o n  a n d  w i p i n g  t h e  t i p  
c l e a n .  
f i l m  ( M a r a t h o n  P r o d u c t s )  a n d  m i x e d  b y  s e v e r a l  i n v e r s i o n s .  
T h i s  g a v e  a  f i n a l  i o n i c  s t r e n g t h  o f  0 . 1 4  ( e x c l u d i n g  t h e  
c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  p r o t e i n ) .  
t h e s e  s o l u t i o n s  w e r e  m a d e  u p .  
F o r  e a c h  t e m p e r a t u r e  s i x  o f  
T h e  l o w e s t  p H  b u f f e r  w a s  
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a d d e d  t o  t w o  s a m p l e s  o n e  t o  b e  u s e d  i n  t h e  r e f e r e n c e  b e a m  
a n d  o n e  t o  b e  u s e d  a s  t h e  z e r o  l i n e  w h i l e  f o u r  o t h e r  b u f f e r s  
o f  p r o g r e s s i v e l y  h i g h e r  p H  w e r e  a d d e d  t o  t h e  r e m a i n i n g  f o u r  
s a m p l e s .  
T h e  s o l u t i o n s  o f  d i f f e r i n g  p H  w e r e  p l a c e d  i n  a  w a t e r  
b a t h  a n d  a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  f o r  o n e - h a l f  t o  o n e  h o u r .  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  9 5 %  o f  t h e  c h a n g e  i n  s p e c t r u m  o c c u r r e d  i n  
t h e  f i r s t  t e n  m i n u t e s  a s  m e a s u r e d  b y  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  
d i f f e r e n c e  p e a k  a t  3 1 0  n m .  
S a m p l e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  d i r e c t l y  f r o m  t h e  w a t e r  b a t h  
t o  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  c e l l  a n d  a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  f o r  
a n  a d d i t i o n a l  t e n  m i n u t e s  b e f o r e  m e a s u r e m e n t s  w e r e  t a k e n .  
T h e r e  w e r e  o c c a s i o n a l l y  s l i g h t  d i f f e r e n c e s  i n  t e m p e r a t u r e  
b e t w e e n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a n d  t h e  w a t e r  b a t h  a n d  t h e r e  
w a s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  w a r m i n g  o f  t h e  s a m p l e s  d u r i n g  t r a n s f e r  
s o  t h i s  a d d i t i o n a l  t e n  m i n u t e  e q u i l i b r a t i o n  w a s  a d d e d  t o  
m i n i m i z e  e r r o r s  d u e  t o  t h e r m a l  d i f f e r e n c e s .  
M e a s u r e m e n t s  w e r e  m a d e  o n  a  r e c o r d i n g  C a r y - 1 4  s p e c t r o -
p h o t o m e t e r  w i t h  a  0 - 0 . 1  s l i d e w i r e .  I t  h a d  b e e n  f i t t e d  w i t h  
a  c i r c u l a t i n g  w a t e r / a n t i f r e e z e  s y s t e m  ( f r o m  N e s l a b ,  I n c . )  
t h r o u g h  j a c k e t e d  c e l l s  a v a i l a b l e  f r o m  V a r i a n  A s s o c i a t e s .  
T h e s e  c e l l s  w e r e  f u r t h e r  i n s u l a t e d  w i t h  s t y r o f o a m  t o  h e l p  
m i n m i z e  h e a t  l o s s  a n d  m a i n t a i n  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  b e t w e e n  
t h e  s a m p l e  a n d  r e f e r e n c e  c o m p a r t m e n t s .  A t  l o w  t e m p e r a t u r e  
t h e  c e l l  c o m p a r t m e n t s  w e r e  c o n t i n u a l l y  f l u s h e d  w i t h  d r y  
n i t r o g e n  o r  a r g o n  t o  p r e v e n t  m o i s t u r e  c o n d e n s a t i o n  f r o m  
r e f r a c t i n g  t h e  l i g h t  b e a m .  
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F i v e  s a m p l e s  o f  d i f f e r i n g  p H  w e r e  r u n  a g a i n s t  a  s i n g l e  
r e f e r e n c e  s a m p l e  a t  e a c h  t e m p e r a t u r e .  R e p e a t  s c a n s  w e r e  r u n  
t o  d e t e r m i n e  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  s a m p l e s  a n d  t h e  instrument~ 
a l  r e p r o d u c i b i l t y  ( s e e  A p p e n d i x  A ) .  T h e  s e l f - a d j u s t i n g  s l i t  
w i d t h  o f  t h e  C a r y - 1 4  r e m a i n e d  b e l o w  0 . 1 5  m m  b e t w e e n  3 0 5  a n d  
4 0 0  n m  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s .  
P r o t e i n  s a m p l e s  w e r e  r e c l a i m e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  a  
l a r g e  e x c e s s  o f  0 . 0 2  M  K H S 0
4
- T r i s  ( 7 . 2 - 7 . 8 ) .  T h e r e  w a s  
s l i g h t  d i l u t i o n  c a u s e d  b y  t h i s  p r o c e s s  b u t  s i n c e  t h e  
a b s o l u t e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  n o t  c r i t i c a l  t h e s e  s a m p l e s  w e r e  
r e u s e d .  H o w e v e r ,  u p o n  r e p e a t e d  u s e  o f  t h e  p r o t e i n  t h e r e  
w a s  a  l o s s  o f  s p e c t r a l  r e s p o n s e  t o  c h a n g e s  i n  p H .  T h e  
a b s o l u t e  s p e c t r u m  o f  t h e  p r o t e i n  r e m a i n e d  u n c h a n g e d  b u t  t h i s  
l o s s  o f  a c t i v i t y  t o w a r d s  h y d r o x i d e  w a s  p a r a l l e l e d  b y  a  l o s s  
o f  a b i l i t y  o f  t h e  p r o t e i n  t o  b i n d  a z i d e .  T h e  p r o t e i n  s o l u -
t i o n  w a s  r e u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a s  l o n g  a s  t h e  a d d i t i o n  
o f  a z i d e  t o  a  s m a l l  a l i q u o t  s h o w e d  a t  l e a s t  8 0 %  a z i d o m e t -
h e m e r y t h r i n  [ ( A a z i d e , 4 4 6 / t a z i d e , 4 4 6 ) / ( A a z i d e , 2 8 0 / € a z i d e , 2 8 0 )  
~0.8]. 
A l t h o u g h  c u r i o u s  t h i s  p h e n o m e n o n  i s  n o t  c o n s i d e r e d  t o  
i n t e r f e r e  w i t h  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  d i f f e r e n c e  s p e c t r u m  
s i n c e  b o t h  t h e  s a m p l e  a n d  t h e  r e f e r e n c e  c e l l s  w o u l d  h a v e  
e q u a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  n o n - r e a c t i v e  s p e c i e s .  I t  w a s  
t h o u g h t  t h a t  t h i s  p h e n o m e n o n  m i g h t  b e  a  p h o t o c h e m i c a l  
r e a c t i o n  o c c u r r i n g  i n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  b u t  p r o l o n g e d  
e x p o s u r e  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t  d i d  n o t  p r o d u c e  t h i s  n o n -
r e a c t i v e  s p e c i e s  s o  i t  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a n  a r t i f a c t  o f  
t h e  h i g h  s a l t  a d d i t i o n s  f o l l o w e d  b y  d i a l y s i s .  S i n c e  t h e  
a b s o l u t e  s p e c t r u m  d i d  n o t  c h a n g e  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  
a c c e s s  t o  t h e  a c t i v e  s i t e  h a s  s i m p l y  b e e n  b l o c k e d .  I t  w a s  
f o u n d  t h a t  a f t e r  s e v e r a l  d a y s  i n  s o d i u m  a z i d e  s o l u t i o n  t h i s  
n o n - r e a c t i v e  s p e c i e s  d i d  s h o w  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  t h e  
a z i d e  t o  i r o n  c h a r g e  t r a n s f e r  a t  4 4 6  n m .  
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A f t e r  t h e  s p e c t r a  w e r e  t a k e n  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  e a c h  
s a m p l e  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  t h e r m o m e t e r .  T h e  t h e r m o m e t e r  
g a v e  s u f f i c i e n t l y  a c c u r a t e  t e m p e r a t u r e s  s i n c e  t h e r e  w e r e  a  
f e w  t e n t h s  o f  a  d e g r e e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  r e f e r e n c e  a n d  
s a m p l e  c o m p a r t m e n t s  a n d  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  i s  n o t  v e r y  
s e n s i t i v e  t o  v a r i a t i o n s  o f  o n e  o r  t w o  d e g r e e s .  
W h i l e  t h e  s a m p l e  w a s  s t i l l  i n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
c e l l  t h e  p H  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  c o m b i n a t i o n  g l a s s  m e m b r a n e /  
c a l o m e l  e l e c t r o d e  a n d  a  R a d i o m e t e r  p H  m e t e r  ( f r o m  t h e  L o n d o n  
C o m p a n y ,  W e s t l a k e ,  O h i o ) .  T h e  m e t e r  w a s  c a l i b r a t e d  u s i n g  a  
p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H =  7 . 0 0  a t  2 5 ° C ;  p H y d r i o n  t r a d e m a r k  f r o m  
M i c r o  E s s e n t i a l  L a b o r a t o r i e s  o f  B r o o k l y n ,  N . Y . )  a n d  a  b o r a t e /  
c a r b o n a t e  b u f f e r  ( p H  =  1 0 . 0 1  a t  2 5 ° C  f r o m  t h e  s a m e  manufac~ 
t u r e r ) .  T h e s e  s t a n d a r d  b u f f e r s  w e r e  e q u i l i b r a t e d  i n  t h e  
s a m e  w a t e r  b a t h  a s  t h e  h e m e r y t r h i n  s a m p l e s  a n d  t h e y  w e r e  
u s e d  t o  s e t  t h e  m e t e r  a t  7 . 0 0  a n d  1 0 . 0 0  a t  a l l  t e m p e r a t u r e s  
a f t e r  t h e  t e m p e r a t u r e  c o r r e c t i o n  d i a l  o n  t h e  p H  m e t e r  h a d  
b e e n  s e t  t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  t e m p e r a t u r e .  S i n c e  p h o s p h a t e ,  
b o r a t e ,  a n d  c a r b o n a t e  a l l  h a v e  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  o f  t h e i r  
p K  v a l u e s  w i t h  c h a n g i n g  t e m p e r a t u r e  a  c o r r e c t i o n  f o r  p H  h a d  
t o  b e  m a d e  a f t e r  m a k i n g  t h e  r e a d i n g  o n  t h e  s a m p l e .  
2 9  
T h e  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c e  o f  t h e  p H  v a l u e s  o f  t h e  
p h o s p h a t e  a n d  b o r a t e / c a r b o n a t e  b u f f e r s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  
t h e  m a n u f a c t u r e r .  T h e s e  v a l u e s  a r e  p l o t t e d  a s  c h a n g e  i n  p H  
f r o m  2 5 ° C  a s  a  f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  i n  F i g u r e  4 .  
T h e  p H  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a d d i n g  t h e  
c o r r e c t i o n  t a k e n  f r o m  F i g u r e  4  t o  t h e  m e t e r  r e a d i n g .  T h e  
e r r o r  a t  a  p H  o f  1 0 . 0 0  w o u l d  b e  t h e  e r r o r  o f  a  b o r a t e /  
c a r b o n a t e  b u f f e r  a t  e x p e r i m e n t a l  t e m p e r a t u r e ,  w h i l e  t h e  
e r r o r  a t  a  p H  o f  7 . 0 0  w o u l d  b e  t h e  e r r o r  o f  a  p h o s p h a t e  
b u f f e r  a t  t h a t  t e m p e r a t u r e .  T h e  c o r r e c t i o n  a t  e a c h  t e m p e r a -
t u r e  w a s  a  l i n e a r  i n t e r p o l a t i o n  i n v o l v i n g  t h e  m e a s u r e d  p H  
a n d  t h e  e r r o r s  a t  t h e s e  b o u n d s  b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :  
. .  p H '  - 7  
p H  =  p H  +  C 7  +  1 0  - 7  
( c 1 0  - C 7 ) ,  
w h e r e  p H '  i s  t h e  m e t e r  r e a d i n g ,  
c
7  
i s  t h e  c o r r e c t i o n  a t  a  
p H  o f  7  a n d  c
1 0  
i s  t h e  c o r r e c t i o n  a t  a  p H  o f  1 0 .  
T h e  h y d r o x i d e  i o n  a c t i v i t y  w a s  c a l c u l a t e d  b y  s u b t r a c t -
i n g  t h e  p H  f r o m  t h e  p K  ( t h e  i o n i z a t i o n  c o n s t a n t  o f  w a t e r )  
w  
a n d  u s i n g  t h a t  v a l u e  a s  t h e  n e g a t i v e  e x p o n e n t  o f  1 0 .  T h e  
t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c e  o f  t h e  p K  w a s  o b t a i n e d  f r o m  d a t a  i n  
w  
t h e  C h e m i c a l  R u b b e r  C o m p a n y  H a n d b o o k  o f  C h e m i s t r y  a n d  P h y s i c s  
. . .  
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T e m p e r a t u r e  ( C e l s i u s )  
F i ¥ u r e  4 .  T h e  Te~perature D e p e n d e n c e  o f  t h e  S t a n d a r d  
B u  fers~ T h e  d i f f e r e n c e  i n  p H  o f  p h o s p h a t e  a n d  b o r a t e /  
c a r b o n a t e  b u f f e r s  f r o m  t h e i r  v a l u e s  a t  2 5 ° C  a s  a  
f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e .  D a t a  s u p p l i e d  b y  M i c r o  
E s s e n t i a l  L a b o r a t o r i e s .  P h o s p h a t e  ( o )  B o r a t e / C a r b o n a t e  
( . )  
3 1  
5 6 t h  E d i t i o n  ( p a g e  D - 1 5 2 )  a n d  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  c o r r e c t i o n  
t a k e n  f r o m  H a r n e d  a n d  C o p s o n  ( 1 9 3 3 ) .  T h e  d a t a  b e t w e e n  0  a n d  
4 0  d e g r e e s  a n d  a  l e a s t  s q u a r e s  q u a d r a t i c  f i t  o f  t h a t  d a t a  
a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  5 .  · T h e  q u a d r a t i c  e q u a t i o n ,  w h i c h  h a s  
n u m e r i c a l  p a r a m e t e r s  s u c h  t h a t  p K  =  1 . 8 2 3 x l 0 -
4
T
2  
- 4 . 2 6 7 x  
w  
- 2  
1 0  T  +  1 4 . 9 4 6 ,  w a s  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  p K  a t  t h e  
w  
e x p e r i m e n t ? !  t e m p e r a t u r e s .  
1 5  
~~14 
0 . .  
1 3 . . . ,
1  
I  
0  1  
T E M P E R A T U R E  ( C e l s i u s )  
F i g u r e  5 .  T h e  T e m p e r a t u r e  D e p e n d e n c e  o f  t h e  p K  •  
T h e  s o l i d  l i n e  i s  t h e  qua~4atic l e a s t  sq~2res w f i t  o f  t h e  
e q u a t i o n  p K w  =  1 . 8 2 3  x  1 0  - 4 . 2 6 7  x  1 0  +  1 4 . 9 4 6 .  
R E S U L T S  
T h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  f o r  t h e  b i n d i n g  o f  h y d r o x i d e  
t o  m e t h e m e r y t h r i n  f r o m  T h e m i s t e  d y s c r i t u m  w a s  d e t e r m i n e d  a t  
a  s e r i e s  o f  t e m p e r a t u r e s  b e t w e e n  4 . 2 ° C  a n d  3 4 . 5 ° C  u s L n g  
E q u a t i o n  I l - 1 2 .  O n e  o t h e r  e x p e r i m e n t  w a s  d o n e  a t  3 8 ° C  i n  
w h i c h  t h e  p r o t e i n  p r e c i p i t a t e d  i n  t h e  u l t r a v i o l e t  b e a m .  T h e  
d i f f e r e n c e  s p e c t r a  t a k e n  a t  9 . 2 ° C  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e s  6 a - 6 e  
t o  i l l u s t r a t e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  a n d  a l s o  
t h e  r a n g e  o f  t h e i r  i n t e r p r e t a t i o n .  F i g u r e  6 a  s h o w s  d i f f e r -
e n c e  s p e c t r a  f o r  f i v e  s a m p l e s  r a n g i n g  i n  p H  f r o m  7 . 4 7  t o  
8 . 8 2 .  T h e  r e f e r e n c e  c e l l  c o n t a i n e d  a n  a l i q u o t  o f  t h e  p H  
7 . 4 7  s a m p l e .  F i g u r e  6 b  s h o w s  t h e  v a r i a t i o n  o f  r e p e a t e d  
m e a s u r e m e n t s  o n  t h e  s a m e  s a m p l e .  T h e  e x t r e m e  v a l u e s  o f  t h e  
s a m p l e s  a t  p H  v a l u e s  o f  7 . 8 7  a n d  8 . 8 2  a r e  s h o w n .  F i g u r e  6 c  
i s  t h e  r e s u l t  o f  t w o  i n d e p e n d e n t l y  p r e p a r e d  s a m p l e s  b o t h  a t  
a  p H  o f  7 . 8 7 .  W h i l e  F i g u r e  6 b  s h o w s  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  
t h e  i n s t r u m e n t ,  F i g u r e  6 c  i s  m o r e  t h e  r e s u l t  o f  s a m p l e  
p r e p a r a t i o n .  
T h e r e  a r e  t h e o r e t i c a l l y  a n  i n f i n i t e  n u m b e r  o f  w a v e -
l e n g t h s  w h e r e  m e a s u r e m e n t s  c o u l d  b e  t a k e n  s i n c e  ~ i s  
i n d e p e n d e n t  o f  w a v e l e n g t h .  H o w e v e r ,  t h e  p e a k  p o s i t i o n s  
g i v e  t h e  s m a l l e s t  e r r o r s  ( d A / d A  =  0 )  i n  m e a s u r i n g  a b s o r b a n c e  
f r o m  c h a r t  p a p e r ,  s o  t h e  d i f f e r e n c e  s p e c t r a l  p e a k s  a t  3 8 0  n m  
a n d  a p p r o x i m a t e l y  3 1 0  n m  w e r e  c h o s e n  f o r  / J A  d e t e r m i n a t i o n s .  
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w a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  6 a .  M e t h e m e r y t h r i n  D i f f e r e n c e  S p e c t r a  a t  9 . 2  C .  
T h e  r e f e r e n c e  c e l l  p H  i s  7 . 4 7  a n d  t h e  s a m p l e s  h a v e  p H  
v a l u e s  o f  ( a )  7 . 8 7 ,  ( b )  8 . 1 6 ,  ( c )  8 . 3 8 ,  ( d )  8 . 8 2 .  
3 3  
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. 1 0  
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( a )  
w a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  6 b .  D i f f e r e n c e  S p e c t r a  o f  M e t h e m e r y t h r i n .  T w o  
I n a e p e n a e n t  m e a s u r e m e n t s  o n  t h e  s a m e  s a m p l e  a t  p H  v a l u e s  
o f  ( a )  7 . 8 7  a n d  ( b )  8 . 8 2  a g a i n s t  a  r e f e r e n c e  a t  p H = 7 . 4 7  
3 5  
. 1 2  -
. 1 0  
<  
. 0 8  
4  
-
O J  
0  
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O J  
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w a v e l e n g t h  ( n m )  
Fi~ure 6 c .  D i f f e r e n c e  S p e c t r a  o f  M e t h e m e r y t h r i n .  T h e  
d i  f e r e n c e  s p e c t r a  o f  t w o  i n d e p e n d e n t l y  p r e p a r e d  s a m p l e s  
b o t h  a t  a  p H  o f  7 . 8 7  a g a i n s t  a  s i n g l e  r e f e r e n c e  s a m p l e  
a t  a  p H  o f  7 . 4 7 .  
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3 6  
w a v e l e n g t h  ( r u n )  
F i g u r e  6 d .  B a s e l i n e  S p e c t r a  o f  M e t h e m e r y t h r i n .  T w o  
s p e c t r a - O f  t h e  s a m e  s a m p l e  b e f o r e  a n d  a f t e r  m e a s u r e m e n t  
o f  o t h e r  s a m p l e s .  R o t h  s a m p l e  a n d  r e f e r e n c e  a r e  a t  a  
p H  o f  7 . 4 7 .  T h i s  f l u c t u a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e  w a s  c o m m o n  
w i t h  t h i s  i n s t r u m e n t .  A l t h o u g h  s l o p e  w a s  r a r e l y  a f f e c t e d  
t h e  p o s i t i o n  c h a n g e d  w i t h  t i m e .  T h i s  w a s  t h o u g h t  t o  b e  
d u e  t o  e l e c t r o n i c  n o i s e .  
3 7  
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. u  
C . )  
Q )  
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C / )  
. 0 2  
. 0 0  
w a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  6 e .  T h e  d i f f e r e n c e  s p e c t r u m  o f  M e t h e m e r y t h r i n  
a t  9.2°~ S a m p l e s  a t  p H  8 . 3 8  a n d  8 . 1 6  a g a i n s t  a  
r e f e r e n c e  s a m p l e  o f  7 . 4 7 .  S o l i d  l i n e  s h o w s  s l o p e  o f  
t h e  7 . 4 7  v s .  7 . 4 7  s p e c t r u m  w h i c h  w a s  u s e d  a s  a  z e r o  
p o i n t  f o r  t h e  s p e c t r a l  m i n i m u m .  A b s o r b a n c e s  w e r e  
m e a s u r e d  f r o m  d o t t e d  l i n e  t o  d o t t e d  l i n e .  
3 8  
T h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  n e g a t i v e  p e a k  a t  3 4 7  n m  w a s  c o n s i d e r e d  
t o o  s m a l l  t o  g i v e  m e a n i n g f u l  ~values i n  a n d  o f  i t s e l f .  
T h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  t w o  i s o s b e s t i c  p o i n t s  a t  3 3 6  n m  
a n d  3 6 0  n m  b u t  b e c a u s e  o f  s m a l l  f l u c t u a t i o n s  ( < 0 . 0 1  a b s o r b . )  
i n  t h e  b a s e l i n e  o f  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( s e e  F i g u r e  6 d )  
t h e s e  w e r e  d i f f i c u l t  t o  p i n p o i n t  p r e c i s e l y .  A s  a  c o r r e c t i o n  
t o  t h e s e  f l u c t u a t i o n s  i t  w a s  d e c i d e d  t o  c h o o s e  t h e  s p e c t r a l  
m i n i m u m  a t  3 4 7  n m  a s  a n  a r b i t r a r y  z e r o  p o i n t .  T h e  e f f e c t  o f  
t h i s  p r o c e d u r e  w a s  t o  a d d  a d d i t i o n a l  a b s o r b a n c e  t o  e a c h  p e a k .  
T h e  p r o c e d u r e  f o r  m e a s u r i n g  a b s o r b a n c e  v a l u e s  i s  i l l u s t r a t e d  
i n  F i g u r e  6 e .  
D u e  t o  t h e  s e l e c t i o n  o f  t h i s  a r b i t r a r y  z e r o  p o i n t  t h e  
a b s o r b a n c e  v a l u e s  r e p o r t e d  i n  T a b l e  I  r e p r e s e n t  s u m s  o f  
s p e c t r a l  f e a t u r e s .  A s s u m i n g  t h a t  a l l  s p e c t r a l  f e a t u r e s  a r e  
d u e  t o  t h e  s a m e  e q u i l i b r i u m  t h e  ~ v a l u e s  c a l c u l a t e d  f r o m  
t h e s e  s u m s  s h o u l d  n o t  b e  a f f e c t e d  b y  t h i s  a d d i t i o n  s i n c e :  
t h e n  e x  
i f  O l  
! J . A 3 1 0  
A A ) 1 0  
~A380 =  A A 3 4 7  ,  
M 3 s o  A A ) 4 7  
( A A 3 1 0  +  ~A347) 
( A A J 1 0  +  
6
A J 4 7 )  
( ! A 3 8 0  +  t l A 3 4 7 )  
( A A 3 s o  +  A A ) 4 7 )  
( l V - 1 . )  
(  l V - 2 )  
U n l e s s  t h e  s p e c t r a l  f e a t u r e s  a t  t h e  d i f f e r e n t  w a v e l e n g t h s  
a r e  t h e  r e s u l t  o f  s e p a r a t e  e q u i l i b r i a ,  e r r o r s  i n «  a r e  
r e d u c e d  b y  u s i n g  t h e  l a r g e r  p e a k s .  E q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  
w e r e  d e t e r m i n e d  i n d i v i d u a l l y  f r o m  t h e  p e a k s  a t  3 8 0  n m  a n d  
3 1 0  n m ,  i n s t e a d  o f  a v e r a g i n g  t h e m ,  b e c a u s e  t h e  p e a k  p o s i t i o n  
a t  3 1 0  n m  w a s  p H  d e p e n d e n t  ( s e e  F i g u r e  7 )  w h i l e  t h e  p e a k  a t  
T A B L E  I  
M E A S U R E D  D I F F E R E N C E  A B S O R B A N C E  V A L U E S
8  
T E M P  
4 . 2  
5 . 5  
9 . 2  
1 2 . 0  
1 6 . 5  
2 1 . 0  
2 1 . 4  
3 0 . 0  
3 4 . 5  
R E F  p H  
7 . 8 7  
8 . 1 9  
7 . 4 7  
7 . 7 4  
7 . 5 0  
7 . 5 8  
7 . 6 2  
7 . 3 2  
7 . 3 3  
E ! !  
8 . 1 4  
8 . 3 3  
8 . 5 2  
8 . 9 5  
8 . 3 4  
8 . 5 7  
8 . 8 0  
9 . 1 0  
7 . 8 7  
8 . 1 6  
8 . 3 8  
8 . 8 2  
8 . 0 1  
8 . 2 5  
8 . 5 9  
9 . 0 6  
7 . 7 8  
8 . 0 7  
8 . 3 4  
8 . 8 3  
7 . 8 0  
7 . 9 9  
8 . 1 9  
8 . 5 8  
7 . 8 1  
8 . 0 0  
8 . 2 0  
8 . 5 8  
7 . 5 2  
7 . 6 7  
7 . 8 9  
8 . 2 3  
7 . 5 5  
7 . 7 0  
7 . 9 6  
8 . 3 1  
3 1 0  n m b  
. 0 2 4 0  
. 0 4 5 2  
. 0 6 7 2  
. 1 3 4 0  
. 0 1 2 4  
. 0 2 4 6  
. 0 5 4 6  
. 1 0 4 4  
. 0 3 1 6  
. 0 5 9 6  
. 0 8 6 4  
. 1 3 5 6  
. 0 1 2 8  
. 0 2 7 6  
. 0 5 1 6  
. 0 9 0 0  
. 0 1 0 4  
. 0 2 5 6  
. 0 4 5 2  
. 0 8 3 2  
. 0 1 6 8  
. 0 3 8 0  
. 0 5 9 6  
. 1 1 0 8  
. 0 2 9 6  
. 0 4 4 0  
. 0 6 4 0  
. 1 1 2 0  
. 0 1 0 0  
. 0 2 2 0  
. 0 3 9 2  
. 0 7 2 0  
. 0 0 6 4  
. 0 2 0 8  
. 0 4 2 0  
. 0 8 1 4  
b  
3 8 0  n m  
. 0 0 8 8  
. 0 1 8 4  
. 0 2 8 0  
. 0 4 4 8  
. 0 1 2 8  
. 0 1 7 6  
. 0 2 6 4  
. 0 3 6 8  
. 0 1 6 8  
. 0 3 0 4  
. 0 4 2 0  
. 0 5 6 0  
. 0 0 5 2  
. 0 1 2 0  
. 0 2 3 6  
. 0 3 8 0  
. 0 0 4 8  
. 0 1 2 8  
. 0 2 2 8  
. 0 3 5 6  
. 0 1 1 6  
. 0 2 3 6  
. 0 3 7 2  
. 0 6 2 0  
. 0 1 1 2  
. 0 1 9 6  
. 0 3 2 4  
. 0 5 3 6  
. 0 0 5 2  
. 0 1 2 8  
. 0 2 0 0  
. 0 3 0 4  
. 0 0 4 8  
. 0 1 1 2  
. 0 1 8 4  
. 0 2 4 8  
3 8 . 0  p r o t e i n  d e n a t u r e d  i n  U V  b e a m  
a t h e  e r r o r  i n  a l l  m e a s u r e m e n t s  w a s  e s t i m a t e d  t o  
b e  . 0 0 5 .  
b t h e s e  p e a k s  a l s o  in~ludc a  c o n t r i b u t i o n  f r o m  t h e  
n e g a t i v e  p e a k  a t  3 4 7  n m .  
3 2 4  
3 2 2  
3 2 0  
3 1 8  
-
E  
~ 
-
~ 3 1 6  
0  
·~ 
. w  
• r - 1  3 1 4  
C l l  
0  
c . .  
~ 3 1 2  
c o  
C l )  
c . .  
3 1 0  
3 0 8  
3 0 6  
3 0 4  
I  
.  .  .  .  
I  1  
I  I  I  
I  
I  
I  
I  I  I  
I  
I  I  
I  
I  
I  
I  
7 . 5  7 . 7  
7 . 9  
8 . 1  8 . 3  8 . 5  
8 . 7  8 . 9  9 . 1  
p H  
F i g u r e  7 .  T h e  P o s i t i o n  o f  t h e  c .  3 1 0  n m  D i f f e r e n c e  
S p e c t r a !  P e a k  i n  M e t h e m e r y t h r i n  a s  a  F u n c t i o n  o f  p H .  
4 0  
4 1  
3 8 0  n m  d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  t w o  
p e a k s  m i g h t  b e  c a u s e d  b y  d i f f e r e n t  p h e n o m e n a  s o  t h e y  w e r e  
t r e a t e d  s e p a r a t e l y  t o  s e e  i f  d i f f e r e n t  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  
w o u l d  b e  g e n e r a t e d  b y  t r e a t i n g  t h e m  i n d e p e n d e n t l y .  A l t h o u g h  
f o r  t h e  m o s t  p a r t  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  d e r i v e d  f r o m  t h e  
3 1 0  n m  p e a k  w a s  w i t h i n  e x p e r i m e n t a l  e r r o r  o f  t h a t  d e r i v e d  
f r o m  t h e  3 8 0  n m  p e a k  t h e r e  w a s  a n  e x c e p t i o n  f o r  t h e  h i g h  
t e m p e r a t u r e  e x p e r i m e n t s  w h e r e  a  s e p a r a t i o n  i n t o  t w o  c o n s t a n t s  
w a s  n o t e d .  
T o  d e t e r m i n e  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  a t  a  s p e c i f i c  
t e m p e r a t u r e  t h e  A A  o f  f i v e  s a m p l e s ,  e a c h  a t  a  d i f f e r e n t  p H ,  
w e r e  m e a s u r e d .  T h i s  e n a b l e d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  t e n  e q u i l i b -
r i u m  c o n s t a n t s  a s  c o m b i n a t i o n s  o f  t h r e e  w e r e  u s e d  f o r  e a c h  
c a l c u l a t i o n  ( s e e  T a b l e  I T ) .  E a c h  c o m b i n a t i o n  c a n  r e p r e s e n t  
s a m p l e s  r ,  s ,  a n d  t  o f  E q u a t i o n  I l - 1 2 .  
A s  w a s  s t a t e d  i n  C h a p t e r  2 : T h e o r y ,  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
m o r e  t h a n  f i v e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  f r o m  o n l y  f i v e  
i n d e p e n d e n t  m e a s u r e m e n t s  m e a n s  t h a t  t h e s e  g e n e r a t e d  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  c a n  n o t  b e  i n d e p e n d e n t  a n d  w i l l  a p p e a r  
a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  s a m p l e s  u s e d  i n  t h e  
c a l c u l a t i o n .  T h e  n o n - r a n d o m  p a t t e r n s  a p p e a r i n g  i n  t h e  s e t  
o f  g e n e r a t e d  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  e n a b l e  a  q u i c k  a n d  
a c c u r a t e  e s t i m a t i o n  o f  t h e  a c t u a l  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t .  
T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  i n  T a b l e  I T  w h i c h  s h o w s  t h e  g e n e r a t e d  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  f r o m  t h e  m e a s u r e d  ~A v a l u e s  o f  t h e  3 1 0  
n m  p e a k  a t  4 . 2 ° C  a n d  i n  T a b l e  I I I  w h i c h  s h o w s  a  f e w  m o r e  
4 2  
e x a m p l e s  o f  t h e  p a t t e r n s  t h e s e  i n t e r r e l a t e d  c o n s t a n t s  y i e l d .  
T a b l e  D I  s h o w s  t h e  g e n e r a t e d  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  f r o m  t h e  
3 1 0  n m  p e a k  a n d  t h e  3 8 0  n m  p e a k  f o r  s a m p l e s  a t  9 . 2 ,  1 2 . 0 ,  
1 6 . 5 ,  2 1 . 0 ,  3 0 . 0 ,  a n d  3 4 . 5  d e g r e e s .  
T A B L E  I I  
T H E  C A L C U L A T E D  p K  V A L U E S  A T  4 . 2 ° C  F R O M  
T H E  M E A S U R E D  A B S O R B A N C E S  A T  3 1 0  N M  
S a m p l e  # s  
1  2  3  
1  2  4  
1  2  5  
1  3  4  
1  3  5  
1  4  5  
2  3  4  
2  3  5  
2  4  5  
3  4  5  
S a m p l e  1  
S a m p l e  2  
S a m p l e  3  
S a m p l e  4  
S a m p l e  5  
C a l c u l a t e d  o K  
6 . 3 2  
6 . 4 2  
6 . 2 3  
6 . 5 1  
6 . 2 1  
6 . 0 7  
6 . 6 1  
6 . 1 9  
5 . 9 9  
5 . 7 9  
p H = 7 . 7 5  
p H = 8 . 0 1  
p H = 8 . 1 9  
p H = 8 . 3 8  
p H = 8 . 7 8  
O n e  c a n  s e e  f r o m  T a b l e  I T  t h e  c o n s i s t e n c y  o f  t h e  p K  
v a l u e s  g e n e r a t e d  f r o m  c o m b i n a t i o n s  w h i c h  d o  n o t  i n c l u d e  
s a m p l e  4 .  F u r t h e r  a n a l y s i s  s h o w s  t h a t  w h e n e v e r  s a m p l e  4  
w a s  u s e d  a s  t h e  l o w e r  p H  s a m p l e  ( c o n t r i b u t i n g  t o  A A )  t h e  p K  
w a s  l o w e r  t h a n  t h e  m e a n  a n d  t h a t  w h e n  s a m p l e  4  w a s  u s e d  a s  
t h e  h i g h e r  p H  s a m p l e  ( c o n t r i b u t i n g  t o  ~A') t h e  p K  w a s  h i g h e r  
t h a n  t h e  m e a n .  T h i s  t r e n d  t h r o u g h o u t  t h e  g e n e r a t e d  p K  v a l u e s  
i n d i c a t e s  t h a t  t h e  e r r o r  i n  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  p e a k  
h e i g h t  o f  s a m p l e  4  w a s  g r e a t e r  t h a n  t h e  e r r o r s  i n  t h e  o t h e r  
p e a k  h e i g h t s  a n d  t h a t  t h e  t r u e  v a l u e  w a s  a c t u a l l y  h i g h e r  
T A B L E  I I I  
C A L C U L A T E D  E Q U I L I B R I U M  C O N S T A N T S  A T  V A R I O U S  
T E M P E R A T U R E S  F R O M  T H E  V A L U E S  I N  T A B L E  r a  
C a l c u l a t e d  f r o m  t h e  p e a k  a t  3 1 0  n m  
S a m p l e  # ' s  
1  2  3  
1  2  4  
1  2  5  
1  3  4  
1  3  5  
1  4  5  
2  3  4  
2  3  5  
2  4  5  
3  4  5  
m e a n :  
s t d .  d e v :  
9 . 2 ° C  
6 . 5 0  
6 . 3 8  
6 . 3 1  
6 . 2 3  
6 . 2 2  
6 . 2 2  
6 . 0 6  
6 . 1 4  
6 . 1 8  
6 . 2 2  
6 . 2 5  
. 1 3  
1 2 . 0 ° c  1 6 . 5 ° C  
6 . 0 3  5 . 9 9  
6 . 0 1  5 . 8 9  
5 . 9 1  5 . 8 5  
6 . 0 0  5 . 7 9  
5 . 8 8  5 . 8 0  
5 . 7 8  5 . 8 1  
5 . 9 9  5 . 7 3  
5 . 8 5  5 . 7 7  
5 . 7 4  5 . 7 9  
5 . 6 8  5 . 8 1  
5 . 8 9  5 . 8 2  
.  1 3  .  0 6  
2 1 . 0 ° C  
5 . 3 6  
5 . 7 7  
5 . 7 6  
6 . 0 1  
5 . 8 4  
5 . 7 6  
6 . 2 0  
5 . 9 1  
5 . 7 5  
5 . 6 1  
5 . 8 0  
. 2 2  
3 0 . 0 ° c  3 4 . 5 ° C  
0  
· k  
.  
5 . 5 1  
5 . 6 1  
5 . 8 9  
5 . 7 7  
5 . 6 9  
6 . 1 8  
5 . 9 0  
5 . 7 2  
5 . 6 0  
5 . 7 6  
. 2 2  
O . *  
0  
· ' ·  
, .  
.  
3 . 7 5  
5 . 5 1  
5 . 4 0  
5 . 3 3  
6 . 2 8  
5 . 8 0  
5 . 4 7  
5 . 2 6  
5 . 3 5  
. 8 1  
C a l c u l a t e d  f r o m  t h e  p e a k  a t  3 8 0  n m  
S a m p l e  # ' s  
1  2  3  
1  2  4  
1  2  5  
1  3  4  
1  3  5  
1  4  5  
2  3  4  
2  3  5  
2  4  5  
3  4  5  
m e a n :  
s t d .  d e v .  
9 . 2 ° C  
6 . 6 1  
6 . 5 2  
6 . 5 4  
6 . 3 9  
6 . 5 0  
6 . 5 8  
6 . 2 5  
6 . 4 6  
6 . 6 1  
6 . 8 7  
6 . 5 3  
. 1 6  
1 2 . 0 ° c  
5 . 7 6  
5 . 8 4  
5 . 8 8  
5 . 8 9  
5 . 9 1  
5 . 9 2  
5 . 9 2  
5 . 9 3  
5 . 9 3  
5 . 9 4  
5 . 8 9  
. 0 6  
1 6 . 5 ° C  
5 . 6 9  
5 . 7 3  
5 . 9 1  
5 . 7 7  
5 . 9 7  
6 . 0 9  
5 . 7 9  
6 . 0 0  
6 . 1 4  
6 . 2 8  
5 . 9 4  
. 1 9  
2 1 .  o
0
c  
5 . 9 8  
5 . 9 9  
5 . 9 8  
5 . 9 9  
5 . 9 8  
5 . 9 8  
5 . 9 9  
5 . 9 8  
5 . 9 7  
5 . 9 7  
5 . 9 8  
. 0 1  
3 0 . 0 ° C  3 4 . 5 ° C  
O . *  O . *  
5 . 5 7  5 . 5 0  
5 . 8 6  5 . 8 1  
6 . 3 6  6 . 1 4  
6 . 2 3  6 . 1 8  
6 . 1 4  6 . 2 3  
O . *  7 . 4 4  
6 . 6 8  6 . 8 3  
6 . 2 6  6 . 5 0  
6 . 0 0  6 . 3 2  
6 . 1 4  6 . 3 3  
. 3 8  . 6 0  
*  i f  t h e  s e l e c t e d  p H  v a l u e s  a r e  n o t  w e l l  s p a c e d  a b o u t  
t h e  p K  s m a l l  e r r o r s  i n  «  c a n  r e s u l t s  i n  n e g a t i v e  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s .  T h e  p r o g r a m  i n  A p p e n d i x  B  s e t s  
a l l  n e g a t i v e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  t o  z e r o  a n d  d r o p s  
t h e m  f r o m  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  m e a n  v a l u e  a n d  
d e v i a t i o n .  
a  T h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  i n  t h i s  t a b l e  a r e  e x p r e s s e d  
a s  t h e  l o g a r i t h m .  
t h a n  w a s  m e a s u r e d .  
T h e  d a t a  i n  T a b l e  I l  w a s  c a l c u l a t e d  b e f o r e  t h e  p H  
c o r r e c t i o n s  w e r e  m a d e  a n d  s o  i s  n o t  a c t u a l l y  u s e d  i n  t h i s  
4 4  
t h e s i s  b u t  i t  w a s  t h i s  s e t  o f  d a t a  w h i c h  s h o w e d  a  w i d e  
s c a t t e r  o f  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  a n d  l e d  t o  t h e  r e a l i z a t i o n  
t h a t  t h e s e  g e n e r a t e d  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  w e r e  n o t  
i n d e p e n d e n t .  I n  t h i s  s p e c i f i c  e x a m p l e  i n s p e c t i o n  o f  t h e  
s p e c t r u m  o f  s a m p l e  4  s h o w e d  t h a t  t h e  p e a k  o c c u r r e d  d u r i n g  
a n  i n s t r u m e n t a l  s c a l e  c h a n g e  a n d  t h a t  a  p o o r  r e a d i n g  o f  t h e  
a b s o r b a n c e  h a d  b e e n  m a d e .  A n  a d j u s t m e n t  o f  0 . 0 0 4  u n i t s  o f  
a b s o r b a n c e  w a s  m a d e  t o  t h i s  s a m p l e  b e f o r e  c a l c u l a t i n g  t h e  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  w i t h  t h e  c 9 r r e c t e d  p H  v a l u e s .  
T h e  p r o c e d u r e  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  b e s t  e s t i m a t e  o f  
t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  a t  e a c h  t e m p e r a t u r e  w a s  t o  u s e  t h e  
e s t i m a t e d  p e a k  h e i g h t s  a n d  m e a s u r e d  p H  v a l u e s  t o  g e n e r a t e  
a n  i n i t i a l  s e t  o f  p K  v a l u e s ,  l i k e  t h o s e  i n  T a b l e  I l  a n d  
T a b l e  I I I ,  a n d  t h e n  t o  s e a r c h  t h o s e  v a l u e s  f o r  t h e  o n e  
m e a s u r e m e n t  t h a t  h a d  t h e  g r e a t e s t  e r r o r ,  r e l a t i v e  t o  t h e  
o t h e r s ,  a n d  a d j u s t  i t s  v a l u e ,  w i t h i n  a  g i v e n  e s t i m a t e  o f  t h e  
n o i s e ,  u n t i l  t h e  v a r i a n c e  o f  t h e  e n t i r e  s e t  w a s  m i n i m i z e d .  
T h e n ,  u s i n g  t h e  n o i s e  l e v e l  a s  t h e  a d j u s t m e n t  o f  t h e  p r e v i o u s  
s a m p l e ,  t h i s  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  f o r  o t h e r  s a m p l e s .  
A p p e n d i x  B  l i s t s  a  F O R T R A N  p r o g r a m  t o  e x e c u t e  t h i s  i t e r a t i v e  
p r o c e s s .  T a b l e  N  s h o w s  t h e  c a l c u l a t e d  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  
( e x p r e s s e d  a s  t h e  l o g a r i t h m )  d e t e r m i n e d  b y  t h i s  m e t h o d  a s  
a  f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  F i g u r e  8  s h o w s  t h i s  d a t a  
g r a p h i c a l l y  a s  - l o g  K  a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  r e c i p r o c a l  
e q  
t e m p e r a t u r e .  T h i s  i s  t h e  f a m i l i a r  v a n ' t  H o f f  p l o t .  T h e  
v a n ' t  H o f f  e q u a t i o n  r e a d s :  - l n  K  =  ~H/RT - d S / R ,  s o  w i t h  
e q  
t h e  a p p r o p r i a t e  c o n s t a n t s  ( n a t u r a l  l o g a r i t h m  o f  1 0  a n d  R ,  
t h e  g a s  c o n s t a n t )  t h e  s l o p e  w i l l  y i e l d  t h e  e n t h a l p y  c h a n g e ,  
A H ,  a n d  t h e  i n t e r c e p t  w i l l  y i e l d  t h e  e n t r o p y  c h a n g e ,  a s .  
T h e  v a n ' t  H o f f  p l o t s  s h o w n  i n  F i g u r e s  8  a n d  9  h a v e  
u s e d  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  d e r i v e d  f r o m  d a t a  a t  3 1 0  n m .  
T h e r e  w a s  a  m a r k e d  d e v i a t i o n  f r o m  l i n e a r i t y  a t  t h e  h i g h e r  
4 5  
t e m p e r a t u r e s  w h e n  t h e  3 8 0  n m  d a t a  w a s  i n c l u d e d .  T h e  s e p a r a -
t i o n  o f  t h e  d a t a  i n t o  t w o  a p p a r e n t  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  a t  
h i g h  t e m p e r a t u r e  i s  n o t  e x p l a i n e d  b u t  i n  v i e w  o f  t h e  f a c t  
t h a t  a t  t e m p e r a t u r e s  a b o v e  3 8 ° C  t h e  p r o t e i n  p r e c i p i t a t e d  
t h i s  p h e n o m e n o n  c o u l d  b e  t h e  r e s u l t  o f  p a r t i a l  t h e r m a l  
d e g r a d a t i o n .  F o r  t h i s  r e a s o n  t h e  3 8 0  n m  d a t a  w a s  n o t  u s e d  
i n  f u r t h e r  c a l c u l a t i o n s .  
T h e  s p l i t t i n g  o f  t h e  d e r i v e d  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  
i n t o  t w o  v a l u e s  a t  h i g h  t e m p e r a t u r e s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  
a  p o s s i b i l i t y  t h a t  n  i n  E q u a t i o n  I T - 1 2  i s  g r e a t e r  t h a n  o n e .  
A l t h o u g h  n  c a n  n o t  b e  c a l c u l a t e d  d i r e c t l y  f r o m  t h i s  e q u a t i o n  
w h e n  t h e  v a l u e s  o f  t w o  a n d  t h r e e  w e r e  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  t h e  e q u a t i o n  f a i l e d  t o  g i v e  m e a n i n g f u l  
n u m b e r s  f o r  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s .  [ A n  i n t e r e s t i n g  n o t e  
o n  t h i s  e q u a t i o n  i s  t h a t  s m a l l  e r r o r s  i n  ~ p r o d u c e  n e g a t i v e  
n u m b e r s  f o r  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s .  W h e n  n  w a s  a s s u m e d  
t o  b e  2  a n d  3  a l l  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  g e n e r a t e d  w e r e  l e s s  
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t h a n  z e r o .  I t  i s  o n  t h i s  b a s i s  t h a t  t h e  v a l u e  o f  n  i s  
d e t e r m i n e d  t o  b e  u n i t y  a n d  t h e  3 8 0  n m  p e a k  i s  p r o b a b l y  m o r e  
a f f e c t e d  b y  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  t h a n  t h e  t r a n s i -
t i o n  a t  3 1 0  n m .  
S U M M A R Y  O F  V A N ' T  H O F F  E Q U A T I O N  
D e p e n d i n g  o n  t h e  w a y  t h e  e q u i l i b r i u m  i s  e x p r e s s e d ,  a s  
a n  a c i d  d i s s o c i a t i o n  o r  a  h y d r o x i d e  b i n d i n g ,  t h e  t h e r m o -
d y n a m i c  p a r a m e t e r s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  v a n ' t  H o f f  e q u a t i o n  a r e  
d i f f e r e n t .  S i n c e  t h e  e x a c t  s t r u c t u r e  o f  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  
a q u o m e t h e m e r y t h r i n  i s  s t i l l  u n k n o w n  b o t h  p o s s i b l i t i e s  a r e  
p r e s e n t e d  h e r e .  F r o m  F i g u r e  8  w h i c h  t r e a t s  t h e  e q u i l i b r i u m  
a s  a  h y d r o x i d e  b i n d i n g  t h e  s l o p e  i s  2 1 9 0  a n d  t h e  i n t e r c e p t  
i s  - 1 . 6 8  w i t h  a  l i n e a r  r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t ,  r
2  
=  0 . 9 2  .  
M u l t i p l y i n g  t h e  s l o p e  a n d  i n t e r c e p t  b y  R l n 1 0  g i v e s  valu~s o f  
1 0 . 0 1  k c a l / m o l e  a n d  7 . 6 8  c a l / m o l e - K  f o r  t h e  e n t h a l p y  c h a n g e  
a n d  e n t r o p y  c h a n g e ,  r e s p e c t i v e l y .  A s s u m i n g  a n  e r r o r  o f  0 . 1 0  
i n  t h e  p K f  v a l u e s  t h e  e r r o r  i n  t h e  e n t h a l p y  c h a n g e  i s  ± 1 . 4 5  
k c a l / m o l e  a n d  t h e  e r r o r  i n  t h e  e n t r o p y  c h a n g e  i s  ~2.41 c a l /  
m o l e - K  f r o m  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  i n t e r c e p t  o f  t h e  
v a n ' t  H o f f  p l o t .  T h e  e r r o r  i n  t h e  e n t r o p y  m e a s u r e m e n t  i s  
p r o b a b l y  h i g h e r  t h a n  r e p o r t e d  h e r e  s i n c e  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  
i n  t h e  s l o p e  o f  t h e  v a n ' t  H o f f  p l o t  w o u l d  o n l y  g i v e  a n  
e r r o r  o f  0 . 7 0  k c a l / m o l e ,  w h i c h  i s  b e t t e r  t h a n  I  h a v e  e s t i -
m a t e d  t h a t  t h i s  m e t h o d  c a n  d o  ( s e e  f o l l o w i n g  s e c t i o n ) .  
F r o m  F i g u r e  9  t h e  v a l u e s  o f  ~H a n d  ~S w h e n  t r e a t e d  a s  
a n  a c i d  d i s s o c i a t i o n  a r e  3 . 8 8  k c a l / m o l e  a n d  - 2 5 . 1 3  c a l / m o l e - K .  
T E M P  
(  c )  
4 . 2  
5 . 5  
9 . 2  
1 2 . 0  
1 5 . 2  
1 6 . 5  
2 1 . 0  
2 1 . 4  
3 0 . 0  
3 4 . 5  
3 8 . 0  
T A B L E  I V  
B E S T  E S T I M A T E  E Q U I L I B R I U M  C O N S T A N T S  
( e x p r e s s e d  a s  l o g )  
1 / T ( K e l v i n s )  
( x 1 0
6
)  
3 6 0 6  
3 5 8 9  
3 5 4 2  
3 5 0 7  
3 4 6 8  
3 4 5 2  
3 4 0 0  
3 3 9 5  
3 2 9 9  
3 2 5 0  
log~f 
( 3 1 0  n m  p e a k )  ( 3 8 0  n m  p e a k )  
6 . 1 5  6 . 3 0  
[ 5 . 5 9 ] a  [ 6 . 3 4 ]  
6 . 2 3  6 . 5 7  
5 . 9 4  5 . 8 9  
[ 5 . 9 5 ]  [ 5 . 7 4 ]  
5 . 8 0  5 . 8 1  
5 . 7 5  5 . 9 8  
[ 5 . 8 8 ]  [ 5 . 9 3 ]  
5 . 6 1  6 . 2 6  
5 . 3 9  6 . 1 8  
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d a t a  
-
6
.0
 
t+-
1 
~
 cc
 
0 r-1
 I 
-
5
.5
 
I 
I 
I 
I 
0 
35
 
~
~
-
~
-
~
-
-
-
33
 
T
-l
 
(i
n 
K
-l
, 
x
 
1
0-
) 
F
ig
u
re
 
8.
 
v
a
n
't
 
H
of
f 
P
lo
t 
o
f 
th
e 
E
q
u
il
ib
ri
u
m
 C
on
st
an
t 
o
f 
M
et
h
em
er
y
th
ri
n
. 
D
at
a 
is
 
fr
om
 T
ao
le
 
IV
, 
c
o
lu
m
n 
3:
 
th
e 
lo
g
 K
 d
er
iv
ed
 
fr
om
 
th
e 
d
if
fe
re
n
ce
 
pe
ak
 a
t 
31
0 
n
m
. 
~ 
D
ar
k 
c
ir
c
le
s 
a
r
e
 
th
e 
b
es
t 
e
s
ti
m
at
e 
v
a
lu
es
, 
o
pe
n 
c
ir
c
le
s 
a
r
e
 
th
e 
m
e
a
n
 
v
a
lu
e
s.
 
S
o
li
d
 o
o 
li
n
e
 
is
 
th
e 
le
a
st
 
s
q
u
ar
es
 
li
n
e
a
r 
fi
t 
o
f 
th
e 
d
at
a.
 
~
 
~
 
0.
. 
8.
8 
8
.5
 
8
.2
 
•
 3 
-
1
 
.
 
-
1
 
4 
T 
(~
n 
K 
,
 
x
 
10
 
) 
F
ig
u
re
 9
. 
V
an
't
 
H
of
f 
P
lo
t 
o
f 
th
e 
E
q
u
il
ib
ri
u
m
 C
on
st
an
t 
o
f 
M
et
he
m
er
yt
hr
in
 w
r
it
te
n
 a
s
 
a
n
 
a
c
id
-d
is
so
ci
at
io
n
 r
e
a
c
ti
o
n
. 
D
ar
k 
c
ir
c
le
s 
a
r
e
 
b
es
t 
e
s
ti
m
at
e 
v
a
lu
es
. 
T
he
 
s
o
li
d
 
li
n
e
 i
s 
th
e 
li
n
e
a
r 
le
a
st
 
s
q
u
ar
es
 
fi
t.
 
+:
'-
"°
 
s o  
w i t h  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  e r r o r  l i m i t s  a s  t h e  v a l u e s  
g e n e r a t e d  f r o m  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  r e a c t i o n  w a s  a  
h y d r o x i d e  b i n d i n g .  T h e  s q u a r e  o f  t h e  l i n e a r  r e g r e s s i o n  
c o e f f i c i e n t  o f  t h e  v a n ' t  H o f f  p l o t  f o r  t h e  t r e a t m e n t  a s  a n  
a c i d  d i s s o c i a t i o n  i s  o n l y  0 . 6 2  b u t  t h i s  i s  d u e  t o  t h e  
d e v i a n t  p o i n t  a t  9 . 2 ° C  a f f e c t i n g  t h e  f l a t t e r  c u r v e  t o  a  
g r e a t e r  e x t e n t .  W h e n  t h e  d a t a  f r o m  9 . 2 ° C  i s  e x c l u d e d  f r o m  
t h e  c a l c u l a t i o n  t h e  s q u a r e  o f  t h e  l i n e a r  r e g r e s s i o n  c o e f  f  i c -
i e n t s  i n c r e a s e  t o  0 . 9 7  a n d  0 . 9 1 .  
T h e  f r e e  e n e r g y  c h a n g e ,  a G ,  c a n  b e  d e t e r m i n e d  a t  a n y  
t e m p e r a t u r e  b y  t h e  e q u a t i o n  d G  =  6 H  - T~S. A t  2 5 ° C  t h e  
v a l u e  i s  7 . 7 2  k c a l / m o l e  w h e n  t r e a t e d  a s  a  h y d r o x i d e  b i n d i n g  
a n d  1 1 . 3 7  k c a l / m o l e  w h e n  t r e a t e d  a s  a n  a c i d  d i s s o c i a t i o n .  
T h e s e  t w o  v a l u e s  a r e  r e l a t e d  b y  t h e  f r e e  e n e r g y  c h a n g e  f o r  
t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  w a t e r .  
A N A L Y S I S  O F  E R R O R S  
T h e  q u e s t i o n  a r i s e s  a s  t o  h o w  r e l i a b l e  t h e  e q u i l i b r i u m  
c o n s t a n t s  c a l c u l a t e d  b y  t h i s  m e t h o d  a r e .  T h e  r a n d o m  e r r o r s  
a r e  f o u n d  i n  t h e  A A  v a l u e s  a n d  t h e  l o g a r i t h m s  o f  t h e  
h y d r o x i d e  i o n  a c t i v i t i e s .  B e c a u s e  t h e r e  i s  n o t  a  n o r m a l  
d i s t r i b u t i o n  a b o u t  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  a n d  b e c a u s e  t h e  
a v e r a g e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  a r e  c a l c u l a t e d  f r o m  a  n o n -
i n d e p e n d e n t  s e t  o f  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  t h e i r  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  d o  n o t  a c c u r a t e l y  r e f l e c t  t h e  e r r o r  i n v o l v e d  i n  
t h e  m e a s u r e m e n t .  
T o  c a l c u l a t e  t h e  p r o b a b l e  r e l i a b i l i t y  i n  t h e  e q u i l i b -
5 1  
r i u m  c o n s t a n t  d u e  t o  r a n d o m  s o u r c e s  o f  e r r o r  w e  c a n  e s t i m a t e  
t h e  e r r o r s  o f  t h e  v a r i o u s  c o n s t i t u e n t s  b y  t h e i r  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  a n d  s e e  h o w  t h o s e  e r r o r s  p r o p a g a t e  i n  t h e  
c a l c u l a t i o n .  W e  c a n  e s t i m a t e  t h e  e r r o r s  i n  p H  a n d  A A  
m e a s u r e m e n t s  b y  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  r e p e a t e d  s a m p l e s .  
T h e  r e p r o d u c i b i l t y  o f  p H  m e a s u r e m e n t  w a s  f o u n d  t o  b e  ± . 0 2  
w h e n  a  s i n g l e  s a m p l e  w a s  m e a s u r e d  s e v e r a l  t i m e s  w i t h  t e m p e r a -
t u r e  c h a n g e s  a n d  r e e q u i l i b r a t i o n  b e t w e e n  m e a s u r e m e n t s  ( s e e  
A p p e n d i x  A )  .  
T h e  c o n t r i b u t i o n  o f  e r r o r  t o  A A  c o m e s  f r o m  t w o  s o u r c e s .  
F i r s t  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  a n d  s e c o n d  
t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  s p e c t r a l  m e a s u r e m e n t s .  S a m p l e  
p r e p a r a t i o n  i n v o l v e d  t h e  m i x i n g  o f  t w o  u n e q u a l  v o l u m e s ,  3 . 0  
m l  o f  p r o t e i n  s o l u t i o n  a n d  0 . 3  m l  o f  b u f f e r  s o l u t i o n  ( ± . 0 0 3  
a n d  ± . 0 0 1 ,  r e s p e c t i v e l y ;  s e e  A p p e n d i x  A ) .  T h e  r e l a t i v e  
e r r o r  i n  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  t h e s e  v a l u e s  i s :  
E  v
1  
+  V  E
1  
p  p  
. 0 0 0 4  
( l I - 1 5 )  
V  ( V  +  v
1  
+  E l  - E  )  
p  p  p  
S i n c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  e r r o r  c o n t r i b u t e  t o  e r r o r  i n  A ,  t h e  
t o t a l  a b s o r b a n c e ,  a n d  n o t  A A ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  e r r o r  i s  
m a g n i f i e d  b y  t h e  r a t i o  o f  A  t o  A A .  F o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  ~A 
l i e s  b e t w e e n  a b o u t  . 0 2  a n d  . 1 0  w h i l e  A  i s  b e t w e e n  1 . 0  a n d  
2 . 0 .  T h e  e r r o r  i n  A A  i s  t h e  r e l a t i v e  e r r o r  i n  c o n c e n t r a t i o n  
( . 0 0 0 4 )  t i m e s  A / A A  o r  b e t w e e n  . 0 2  a n d  . O S .  T h e  p e a k  a t  3 1 0  
n m  h a v i n g  t h e  s m a l l e r  e r r o r s  d u e  t o  l a r g e r  ~A v a l u e s .  
T h e  r e p r o d u c i b i l t y  o f  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  w a s  n o t  
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r i g o r o u s l y  c a l c u l a t e d  b u t  w a s  e s t i m a t e d  b y  t h e  r a n g e  o f  
s e v e r a l  m e a s u r e m e n t s  t o  b e  a b o u t  5 % .  T h i s  a d d s  t o  t h e  e r r o r  
i n  A A  d u e  t o  c o n c e n t r a t i o n  d i f f e r e n c e s  t o  g i v e  a  r a n g e  o f  
r e l a t i v e  e r r o r s  b e t w e e n  . 0 5 5  f o r  t h e  t y p i c a l  p e a k  a t  3 1 0  r u n  
a n d  . 0 6 9  f o r  t h e  a v e r a g e  s i z e  p e a k  a t  3 8 0  n m .  S i n c e  ~ i s  a  
f u n c t i o n  t w o  ~A v a l u e s  t h e  r e l a t i v e  e r r o r s  i n  ~ r a n g e  f r o m  
. 0 7 8  t o  . 0 9 8 .  
C o m b i n i n g  t h e  p r o b a b l e  e r r o r s  i n  ~ w i t h  t h e  p H  
m e a s u r e m e n t  e r r o r  o f  . 0 2  { . 0 2  p H  u n i t s  i s  a b o u t  a  5 %  c h a n g e  
i n  h y d r o x i d e  i o n  a c t i v i t y )  t h e  e s t i m a t e d  e r r o r s  i n  t h e  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  r a n g e  f r o m  2 4 %  t o  2 8 %  o r  e r r o r s  i n  t h e  
p K  v a l u e s  o f  . 0 9  t o  . 1 1 .  T h i s  i s  t h e  b e s t  t h a t  c a n  b e  
e x p e c t e d  f r o m  t h i s  t e c h n i q u e  a n d  t h e s e  a r e  o n l y  t h e  r a n d o m  
e r r o r s .  
N o t e :  A l l  c a l c u l a t i o n s  i n  t h i s  s e c t i o n  w e r e  b a s e d  o n  
r e l a t i v e  e r r o r s .  F o r  a n y  m u l t i p l i c a t i v e  f u n c t i o n ,  f ,  
o f  s e v e r a l  v a r i a b l e s ,  x ,  y ,  z ,  . • •  t h e  r e l a t i v e  e r r o r ,  
e ,  w i l l  b e  g i v e n  b y :  
2  2  2  2  
e  {  f )  =  e  {  x )  +  e  {  y )  +  e  {  z )  +  • • •  
F o r  a d d i t i v e  f u n c t i o n s  e  r e p r e s e n t s  a b s o l u t e  e r r o r  a n d  
n o t  r e l a t i v e  e r r o r ,  b u t  b y  a s s u m i n g  t h a t  t h e  v a r i a b l e s  
a r e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  m a g n i t u d e  a n d  d i v i d i n g  b y  
t h e  s q u a r e  o f  t h e  f u n c t i o n  v a l u e  w e  f i n d  t h a t  t h e  
r e l a t i v e  e r r o r  i s  g i v e n  b y  t h e  s a m e  e x p r e s s i o n  a s  i n  
m u l t i p l i c a t i v e  f u n c t i o n s  i f  w e  d i v i d e  b y  t h e  n u m b e r  o f  
m e a s u r e m e n t s  b e i n g  s u m m e d .  T h i s  a p p r o x i m a t i o n  w a s  
u s e d  h e r e  b e c a u s e  i t  s i m p l i f i e d  t h e  c a l c u l a t i o n s  d u e  
t o  t h e  l a c k  o f  a n y  c o n s t a n t s  i n  t h e  e q u a t i o n .  
D I S C U S S I O N  
T h e  m o s t  o b v i o u s  r e s u l t  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  i s  t h e  
m a g n i t u d e  o f  t h e  p K  f o r  t h e  a q u o m e t / h y d r o x y m e t  e q u i l i b r i u m  
f o r  t h e  p r o t e i n  f r o m  T h e m i s t e  d y s c r i t u m .  V a l u e s  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  f o r  p r o t e i n  f r o m  P h a s c o l o p s i s  g o u l d i i  r a n g i n g  f r o m  
7 . 3 3  ( G o r m a n  a n d  D a r n a l l ,  1 9 8 1 )  t o  7 . 8 3  ( G a r b e t t ,  e t  a l ,  
1 9 7 1 ) .  T h e s e  v a l u e s  a r e  a c i d  d i s s o c i a t i o n  v a l u e s ,  w h e r e a s  
t h i s  t h e s i s  t r e a t s  t h e  e q u i l i b r i u m  a s  a  h y d r o x i d e  b i n d i n g .  
T o  a v o i d  c o n f u s i o n  t h e  n o t a t i o n ,  p K a  a n d  p K f  w i l l  b e  u s e d  
t o  d e s i g n a t e  a c i d  d i s s o c i a t i o n  a n d  h y d r o x i d e  b i n d i n g ,  
r e s p e c t i v e l y .  
A t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t h e  p K  f o r  T .  d y s c r i t u m  h e m e r y t h -
a  -
r i n  i s  8 . 4  ( s e e  F i g u r e  9 )  w h i c h  i s  m u c h  l a r g e r  t h a n  t h e  v a l u e  
s e e n  i n  P .  g o u l d i i .  T h e  m a j o r  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  v a l u e  
n o w  
1
i s  i n  i t s  a s s i s t a n c e  i n  i n t e r p r e t i n g  p r e v i o u s  w o r k .  W h e n  
t h e  c r y s t a l  s t r u c t u r e  w a s  d o n e  o n  ! ·  d y s c r i t u m  h e m e r y t h r i n  
( S t e n k a m p ,  e t  a l ,  1 9 7 6 )  t h e  c r y s t a l s  w e r e  b e l i e v e d  t o  h a v e  
b e e n  a q u o m e t h e m e r y t h r i n  b e c a u s e  t h e  p H  o f  t h e  m o t h e r  l i q u o r  
w a s  6 . 5  ( L o e h r ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  b u t  l a t e r  t h e  a s s i g n -
m e n t  w a s  c h a n g e d  t o  h y d r o x y r n e t h e m e r y t h r i n  o n  t h e  b a s i s  o f  
t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  m o t h e r  l i q u o r  w h i c h ,  h a v i n g  
t w o  m a x i m a  i n  t h e  3 0 0 - 4 0 0  n m  r e g i o n ,  a p p e a r e d  m o r e  l i k e  
h y d r o x y m e t  t h a n  a q u o m e t .  T h e  e x i s t e n c e  o f  h y d r o x y m e t  i n  a  
s o l u t i o n  o f  p H  6 . 5  s e e m e d  t o  i m p l y  t h a t  t h e  p K a  w a s  
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m u c h  l o w e r  f o r  t h e  T h e m i s t e  d y s c r i t u m  p r o t e i n  t h a n  t h a t  f r o m  
P h a s c o l o p s i s  g o u l d i i ,  b u t  T h e m i s t e  h e m e r y t h r i n  w a s  o b s e r v e d  
t o  u n d e r g o  a  c o l o r  c h a n g e  a n d  d r a s t i c  s o l u b i l i t y  c h a n g e  a t  
p H  v a l u e s  c l o s e r  t o  8 .  S i n c e  t h e  d i f f e r e n t  a n i o n  b i n d i n g  
f o r m s  w e r e  i n i t i a l l y  d e s c r i b e d  b y  t h e i r  s p e c t r a l  p r o p e r t i e s  
( G a r b e t t ,  e t  a l ,  1 9 6 9 )  I  w a n t e d  t o  s p e c t r a l l y  d e f i n e  t h e  
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  f o r  t h i s  t r a n s i t i o n  t o  a i d  i n  t h e  i n t e r -
p r e t a t i o n  o f  t h e  c r y s t a l l o g r a p h i c  d a t a .  
S i n g l e  c r y s t a l  v i s i b l e  s p e c t r o s c o p y  h a s  a l s o  b e e n  d o n e  
o n  c r y s t a l s  f r o m  t h e  b a t c h  u s e d  i n  t h e  d i f f r a c t i o n  s t u d i e s  
( M a r v i n  M a c k i n e n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  a n d  i t  w a s  f o u n d  
t h a t  n o  s i g n i f i c a n t  s p e c t r a l  c h a n g e s  o c c u r r e d  o n  r a i s i n g  t h e  
p H  o f  t h e  m e d i u m  f r o m  5 . 0  t o  8 . 7 .  A b o v e  a  p H  o f  8 . 7  t h e  
c r y s t a l s  d i s s o l v e d .  F r o m  t h i s  d a t a  a n d  t h e  k n o w l e d g e  t h a t  
t h e  p K  i s  8 . 4  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  c r y s t a l s  w e r e  p u r e l y  
a  
a q u o m e t h e m e r y t h r i n  a n d  t h a t  r a i s i n g  t h e  p H  d i d  n o t  p r o d u c e  
h y d r o x y m c t  u n t i l  t h e  c r y s t a l s  b e g a n  t o  d i s s o l v e .  T h i s  i s  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  i n c r e a s e d  s o l u b i l i t y  o f  
h y d r o x y m e t .  
I t  i s  d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  m u c h  u s e f u l  i n f o r m a t i o n  
r e g a r d i n g  t h e  s t r u c t u r e s  a n d  m e c h a n i s m  o f  c o n v e r s i o n  o f  
m e t h e m e r y t h r i n  f r o m  t h e  t e m p e r a t u r e  d~pendence o f  t h e  e q u i l -
b r i u m  c o n s t a n t .  W h e n  t h e  r e a c t i o n  i s  w r i t t e n  a s  a n  a c i d  
d i s s o c i a t i o n  t h e  e n t h a l p y  c h a n g e  i s  c a l c u l a t e d  t o  b e  3 . 8 8  
k c a l / m o l e  a n d  w h e n  w r i t t e n  a s  a  h y d r o x i d e  b i n d i n g  t h e  v a l u e  
i s  c a l c u l a t e d  t o  b e  - 1 0 . 0 1  k c a l / m o l e ,  b u t  w i t h o u t  a d d i t i o n a l  
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c o r r e s p o n d i n g  k i n e t i c  d a t a ,  t h e  t h e r m o d y n a m i c s  a r e  m e a n i n g -
l e s s  i n  t r y i n g  t o  d e d u c e  w h i c h  m e c h a n i s m  i s  c o r r e c t .  
W h e n  a q u o m e t h e m e r t h r i n  c r y s t a l s  w e r e  e x p o s e d  t o  
p e r c h l o r a t e  t w o  t h i n g s  w e r e  o b s e r v e d  b y  t h e  c r y s t a l l o g r a p h e r s  
( S t e n k a m p ,  e t  a l ,  1 9 7 8 ) .  T h e r e  i s  a  b i n d i n g  o f  p e r c h l o r a t e  
0  
1 5  A  a w a y  f r o m  t h e  a c t i v e  s i t e  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  m o l e -
c u l e  a n d  t h e r e  i s  a l s o  a  l o s s  o f  e l e c t r o n  d e n s i t y  n e a r  t h e  
A - o x o  b r i d g e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e r e  i s  a  w a t e r  m o l e c u l e  
a t  t h i s  s i t e  a n d  t h a t  a d d i t i o n  o f  p e r c h l o r a t e  s o m e h o w  i n d u c e s  
i t s  l o s s .  P r e l i m i n a r y  l o w  r e s o l u t i o n  d i f f e r e n c e  m a p s  indi~ 
c a t e  t h a t  h y d r o x y m e t h e m e r y t h r i n  h a s  a l s o  l o s t  e l e c t r o n  
d e n s i t y  a t  t h i s  s i t e ,  t h o u g h  b o u n d  h y d r o x i d e  h a s  n o t  b e e n  
o b s e r v e d  ( S t e n k a m p ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  
I f  w e  p r o p o s e  t h a t  t h i s  i s  i n d e e d  a  w a t e r  m o l e c u l e  
a n d  t h a t  i t  i s  i n v o l v e · d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  r e a c t i o n - , o f ·  
a q u o m e t h e m e r y t h r i n  t o  h y d r o x y m e t h e m e r y t h r i n  t h e n  w e  c a n  
p r o p o s e  t h e  f o l l o w i n g  s t r u c t u r e s  s e e n  i n  F i g u r e  1 0 1 .  
F e p  
I  "  
. .  o  
H
0
H ·  \  
F e  
F e f  
I  "  
0  
' \  
F e  
F e ?  F e ?  
I  I  
0  0  
" '  N T ' \  
H O - F e  l \ N - F e  
m e t ( a q u o )  
m e t ( C l 0 4 )  
r n e t ( O H - )  
m e t ( N 3 )  
F i g u r e  1 0 .  P r o p o s e d  S t r u c t u r e  o f  F o u r  M e t h e m r y t h r i n s .  
T h e s e  s t r u c t u r e s  a r e  p r o p o s e d  f r o m  t h e  c r y s t a l l o g r a p h i c  w o r k  
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o f  S t e n k a m p ,  e t  a l ,  ( 1 9 7 6 ,  1 9 7 8 ,  1 9 8 1 ) .  K n o w i n g  t h e  p K  f o r  
t h e  a q u o m e t  t o  h y d r o x y m e t  c o n v e r s i o n  h a s  g i v e n  a ' c l e a r e r  
p i c t u r e .  A l t h o u g h  a  h y d r o x i d e  i o n  h a s  n o t  b e e n  s e e n  i n  t h e  
e a r l y  r e s u l t s  o f  t h e  X - r a y  d i f f r a c t i o n  a n a l y s i s  o f  h y d r o x y -
m e t h e m e r y t h r i n  t h e r e  i s  e v i d e n c e  f o r  i t s  e x i s t e n c e .  T h e  
i n c l u s i o n  o f  a  b o u n d  h y d r o x i d e  a t  t h e  a c t i v e ,  s i t e  w a s  b a s e d  
o n  t h e  r e s o n a n c e  R a m a n  s p e c t r u m  r e p o r t e d  b y  F r e i e r ,  e t  a l ,  
( 1 9 8 1 ) .  T h e r e  i s ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  5 0 8  c m - l  e n h a n c e d  
v i b r a t i o n  o f  t h e  ~-oxo b r i d g e  a n o t h e r  v i b r a t i o n  a t  4 9 2  c m - l  
i n  h y d r o x y m e t h e m e r y t h r i n .  T h i s  v i b r a t i o n  i s  n o t  s e e n  i n  a n y  
o t h e r  f o r m  o f  t h e  p r o t e i n ,  a n d  i s  m o s t  l i k e l y  t h e  F e - O H  
v i b r a t i o n .  
T h e s e  s t r u c t u r e s  a r e  s u p p o r t e d  b y  t h e  E X A F S  s p e c t r u m  
o f  t h e  t w o  m e t h e m e r y t h r i n s .  E l a m ,  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  
s h o w e d  t h a t  a l t h o u g h ·  there~was n o  d i s c e r n a b l e  d i f f e r e n c e  i n  
t h e  X - r a y  a b s o r p t i o n  a d g e  o f  a q u o m e t  a n d  h y d r o x y m e t  t h e  f i n e  
s t r u c t u r e  s h o w e d  a  g r e a t  d i f f e r e n c e  i n  t h e i r  F o u r i e r  
t r a n s f o r m s .  W h i l e  c r y s t a l l o g r a p h y  s u p p o r t s  a  v a c a n t  s i t e  a n d  
a  f i v e  c o o r d i n a t e  i r o n  a t o m  i n  a q u o m e t  t h e  E X A F S  p o i n t s  t o  
u n i f o r m  o c t a h e d r a l  f i e l d s  a r o u n d  t h e  i r o n  a t o m s  b u t  v a s t  
s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s ·  b e t w e e n  t h e i r  f o r m s .  
H o w  d o  t h e s e  r e s u l t s  r e l a t e  t o  t h e  p h y s i o l o g i c a l  
f o r m s ?  E v i d e n c e  f o r  a  f i v e  c o o r d i n a t e  i r o n  a t o m  i n  a q u o m e t -
h e m e r y t h r i n  i m m e d i a t e l y  d r a w s  a n a l o g y  t o  t h e  f i v e  c o o r d i n a t e  
i r o n  i n  d e o x y m e t h e m o g l o b i n ,  a n o t h e r  o x y g e n  c A r r . i e r .  A l t h o u g h  
a  f i v e  c o o r d i n a t e  f e r r i c  i o n  i s  u n u s u a l  t h e  a q u o m e t h e m e r y t h -
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r i n  s t r u c t u r e  m i g h t  b e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  d e o x y h e m e r y t h r i n  
w h i c h  i s  i n  t h e  f e r r o u s  s t a t e .  T h e r e  a r e  t w o  k n o w n  c l a s s e s  
o f  o x y g e n  c a r r i e r s .  T h e  s y n t h e t i c  c a r r i e r s ,  s u c h  a s  V a s k a ' s  
c o m p l e x ,  a r e  l o w  v a l e n t  d
8  
i o n s  w h i c h  a r e  s q u a r e  p l a n a r  a n d  
b i n d  o x y g e n  i n  a n  a x i a l  p o s i t i o n  ( V a s k a  a n d  D i L u z i o ,  1 9 6 2 ) .  
T h e  o t h e r  c l a s s  c o n t a i n s  t h e  i r o n  p o r p h y r i n s  a n d  c o b a l t  i n  a  
v a r i e t y  o f  r i n g  s y s t e m s .  T h e s e  c a r r i e r s  a l l  h a v e  f o u r  r i n g  
l i g a n d s  a n d  a n  a x i a l  b a s e  w h i c h  r e g u l a t e s  o x y g e n  a f f i n i t y .  
O n  b i n d i n g  o x y g e n  t h e r e  i s  a  f o r m a l  c h a r g e  t r a n s f e r  f r o m  
t h e  m e t a l  t o  t h e  o x y g e n  m o l e c u l e  w h i c h  b i n d s  a t  t h e  b a s e  o f  
t h e  s q u a r e  p y r a m i d  r e s u l t i n g  i n  a n  o c t a h e d r a l  i r o n ( I l I )  o r  
c o b a l t ( I l I )  c o m p l e x  ( L a p i d o t  a n d  I r v i n g ,  1 9 7 4 ) .  H e m e r y t h r i n  
c o u l d  b i n d  o x y g e n  i n  a  v e r y  s i m i l a r  m a n n e r  w i t h  t h e  µ . - o x o  
b r i d g e  a n d  o t h e r  i r o n  a t o m  c o n s t i t u t i n g  t h e  r e g u l a t o r y  b a s e .  
A q u o m e t h e m e r y t h r i n  c o u l d  b e  a n  o x i d i z e d  f o r m  o f  deo~y w i t h  
t h e  a c t i v e  s i t e  g e o m e t r y  f a i r l y  w e l l  p r e s e r v e d .  T h e  
r a p i d  b i n d i n g  o f  a n i o n s  t o  a q u o m e t h e m e r y t h r i n  t o  p r o d u c e  t h e  
o t h e r  f o r m s  o f  m e t h e m e r y t h r i n  w o u l d  y i e l d  t h e  m o r e  s t a b l e  
s i x  c o o r d i n a t e  f e r r i c  i o n .  
A  s t r u c t u r a l  m o d e l  f o r  d e o x y h e m e r y t h r i n  a n d  
o x y h e m e r y t h r i n  h a s  c o m e  o u t  o f  a  r e c e n t  E X A F S  s t u d y  ( E l a m ,  
e t  a l ,  1 9 8 2 b )  a n d  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  o n e  i r o n  a t o m  i n  
d e o x y h e m e r y t h t i n  i s  f i v e  c o o r d i n a t e ,  w h i l e  o x y h e m e r y t h r i n  
h a s  t w o  s i x  c o o r d i n a t e  i r o n  a t o m s .  X - r a y  d i f f r a c t i o n  
r e s u l t s  a l s o  s h o w  t h a t  o x y h e m e r y t h r i n  i s  s t r u c t u r a l l y  t h e  
s a m e  a s  t h e  a z i d o m e t h e m e r y t h r i n  w i t h  a n  o x y g e n  m o l e c u l e  
s i t u a t e d  a t  t h e  a z i c e  b i n d i n g  s i t e  ( R o n  S t e n k a m p ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) .  T h e  p r o p o s e d  s t r u c t u r e s  f o r  t h e  p h y s i o l o g -
i c a l  f o r m s  o f  h e m e r y t h r i n  a r e  g i v e n  i n  F i g u r e  1 1 .  
1
F e p  
H O  
H O - F e  
d e o x y h e m e r y t h r i n  
le~ 
oo~j/ 
o x y h e m e r y t h r i n  
F i g u r e  1 1 .  P r o p o s e d  S t r u c t u r e  o f  O x y  a n d  D e o x y  
H e m e r y t h r i n .  
T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  w o r k  d o n e  o n  h e m e r y t h r i n  h a s  b e e n  
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d o n e  o n  p r o t e i n  f r o m  ! ·  g o u l d i i  b u t  a l l  t h e  c r y s t a l l o g r a p h i c  
w o r k  h a s  b e e n  d o n e  o n  p r o t e i n  f r o m  T h e r n i s t e .  I t  i s  a s s u m e d  
t h a t  t h e  a c t i v e  s i t e s  a r e  t h e  s a m e  a c r o s s  s p e c i e  l i n e s .  
A l t h o u g h  i t  h a s  b e e n  s h o w n  i n  t h i s  t h e s i s  t h a t  t h e  p K  v a l u e s  
o f  t h e  a q u a  t o  h y d r o x y  m e t h e m e r y t h r i n  c o n v e r s i o n  i s  q u i t e  a  
b i t  d i f f e r e n t  a s  a r e  t h e  a b s o l u t e  s p e c t r a  T a b l e  V  c o m p a r e s  
t h e  t h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  w h i c h  a r e  q u i t e  s i m i l a r .  
T A B L E  V  
T H E R M O D Y N A M I C S  O F  T R A N S ! T I O H  B E T W E E N  
A Q U O  A N D  H Y D R O X Y  M E T H E M E R Y T H R I N  
S p e c i e s  
T .  d y s c r i t c m  
p  l d  . .  b  
. .  .  g o u  . L 1  
a  a t  2 5  C  
L l G a  
~H 
~s 
k c a l / m o l  k c a l / m o l  c a l / m o l - K  
1 1 . 4  
1 0 . 2  
3 . 8 8  
1 .  7 9  
- 2 5 . 1  
- 2 8 . 3  
b  f r o m  G o r m a n  a n d  D a r n a l l  ( 1 9 8 1 )  
C O N C L U S I O N S  
T h e r e  i s  a  d i f f i c u l t y  i n  d r a w i n g  c o n c l u s i o n s  t o  a n y  
s c i e n t i f i c  e n d e a v o r  f o r  n a t u r e  h a s  a  w a y  o f  a n s w e r i n g  o u r  
q u e s t i o n s  w i t h  m o r e  q u e s t i o n s .  W h a t  h a s  b e e n  d o n e  i n  t h i s  
t h e s i s  h a s  a d d e d  l i t t l e  t o  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  h e m e r y t h t i n  
i n  p a r t i c u l a r  a n d  i r o n  p r o t e i n s  i n  g e n e r a l  b u t  i t  i s  h o p e d  
t h a t  t h e  m e t h o d s  d e v e l o p e d  h e r e  w i l l  f i n d  u s e s  e l s e w h e r e .  
T h e  b a s i c  i d e a  o f  d e t e r m i n i n g  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  w i t h o u t  
k n o w l e d g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  c o u l d  b e  e x t e n d e d  t o  o t h e r  
a n a l y t i c a l l y  m e t h o d s  t h a n  j u s t  e l e c t r o n i c  s p e c t r o s c o p y .  T h e  
i d e a  o f  n o t  n e e d i n g  a  p u r e  s u b s t a n c e  a s  a  r e f e r e n c e  c o u l d  
e x t e n d  t h e  r a n g e  o f  p o s s i b l e  m e a s u r e m e n t s  u p  t o  i n  v i v o  
s t u d i e s .  
A s  a  c o n c l u s i o n  t o  t h i s  t h e s i s  I  w o u l d  l i k e  t o  a d d  
t h a t  E q u a t i o n s  I l - 7 ,  I l - 9 ,  a n d  I l - 1 0  c a n  b e  c o m b i n e d  i n t o  t h e  
l i n e a r  f u n c t i o n :  
[ L ] r  - [ L ] s  
A A S  
=  
1  
K e q  ( L ] s  +  C M  
c a c .  
(  \ [ - 1 }  
w h i c h  w h e n  t h e  l e f t  h a n d  f u n c t i o n  i s  p l o t t e q  a s  a  f u r . c t i o n  
o f  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  s a m p l e  g i v e s  t h e  e q u i l i b r i u m  
c o n s t a n t  s u c h  t h a t :  K  =  s l o p e / i n t e r c e p t .  T h i s  f u n c t i o n  
e q  
g i v e s  s i m i l a r  r e s u l t s  t o  t h e  i t e r a t i v e  s m o o t h i n g  p r o c e s s  i n  
t h i s  t h e s i s  b u t  i s  m u c h  m o r e  c o n v e n i e n t  t o  u s e .  A  F O R T R A N  
p r o g r a m  f o r  i t s  u s e  i s  a p p e n d e d  t o  A p p e n d i x  B .  
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B r a d i 6 ,  z . ,  H a r r i n g t o n ,  P . C . ,  W i l k i n s ,  R . G . ,  &  Y o n e d a ,  G .  
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2 6 ,  2 4 4 .  
L a p i d o t  a n d  I r v i n g  ( 1 9 7 4 )  T h e  E l e c t r o n i c  S t r u c t u r e  o f  
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1 0 ,  8 4 0 .  
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A P P E N D I X  A  
D E R I V A T I O N  O F  E Q U A T I O N  I l - 1 2  
T h e  e x p r e s s i o n  f o r  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  ( E q u a t i o n  
I l - 1 2 )  c a n  b e  d e r i v e d  f r o m  E q u a t i o n s  I l - 8 ,  I l - 9 ,  I l - 1 0 ,  a n d  
I l - 1 1  b y  t h e  m e t h o d  o f  G a u s s .  M o s t  s o l u t i o n s  f o r  K  u s i n g  
e q  
t h i s  s u b s t i t u t i o n  t e c h n i q u e  y i e l d  a  q u a d r a t i c  w i t h  t w o  r e a l  
r o o t s .  A l t h o u g h  i t  c a n  b e  s h o w n  t h a t  o n e  o f  t h e  r o o t s  i s  
n e v e r  v a l i d  t h e  f o l l o w i n g  s o l u t i o n  f o r  K  d o e s  n o t  i n v o l v e  
e q  
a  q u a d r a t i c  e q u a t i o n .  
T o  m a k e  t h e s e  e q u a t i o n s  l e s s  c u m b e r s o m e  t h e  s y m b o l s  
[ P ]  ,  [ P ]  ,  [ P ] t ,  [ L ] n ,  [ L ] n ,  a n d  [ L ] n t  w i l l  b e  r e p l a c e d  b y  
r  s  ·  r  s  
r , s , t , i , j ,  a n d  1 ,  r e s p e c t i v e l y ;  K  w i l l  b e  d e n o t e d  b y  k ;  
e q  
[ P L ] r '  [ P L ] s '  a n d  [ P L ] t  w i l l  b e  r e p l a c e d  b y  C - r ,  C - s ,  a n d  
C - t ,  w h e r e  C  s i g n i f i e s  t h e  t o t a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ;  o L  
a n d  ~PL/op w i l l  b e  a s s u m e d  t o  b e  u n i t y ;  t h e  u s e  o f  t h e s e  n e w  
s y m b o l s  t r a n s f o r m s  E q u a t i o n s  I l - 8 ,  I l - 9 ,  I l - 1 0 ,  a n d  I l - 1 1  t o :  
~ 
k  
k  
k  
( s  - r ) / ( t  - r )  
( C  - s ) / s j  
( C  - t ) / t l  
( C  - r ) / r i .  
( A - 1 )  
( A - 2 )  
( A - 3 )  
( A - 4 )  
E q u a t i o n s  A - 2 ,  A - 3 ,  a n d  A - 4  c a n  b e  r e a r r a n g e d  a s  e x p l i c i t  
f u n c t i o n s  o f  f r e e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a s  f o l l o w s :  
r  
s  
C /  ( k i  +  1 )  
C / ( k j  +  1 )  
( A - 5 )  
( A - 6 )  
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t  =  c  I  ( k l  +  1 )  .  
( A - 7 }  
I s o l a t i o n  o f  s  f r o m  E q u a t i o n  A - 1  g i v e s :  
s  =  o < t  - o \ r  +  r  
(A~8) 
a n d  s u b s t i t u t i n g  i n t o  E q u a t i o n  A - 6  g i v e s :  
C / ( k j  +  1 )  
o < t  - o < r  +  r .  
( A - 9 )  
I s o l a t i n g  r  i n  E q u a t i o n  A - 9  g i v e s :  
r  =  [ C / ( k j  +  1 )  - o ( t ] / [ 1  - c X . ]  
( A - 1 0 )  
a n d  s u b s t i t u t i n g  t h e  v a l u e  o f  r  f r o m  E q u a t i o n  A - 7  a n d  t h e  
v a l u e  o f  t  f r o m  E q u a t i o n  A - 6  e l i m i n a t e s  a l l  t h e  u n k n o w n  f r e e  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  y i e l d i n g :  
C / ( k i  +  1 )  =  [ C / ( k j  + 1 )  - - C / ( k l  + 1 ) ]  / [ 1  - o Z ] .  
( A - 1 1 )  
M u l t i p l i c a t i o n  b y  1  - ~and d i v i s i o n  b y  C  y i e l d s :  
( 1  - ~)/(ki +  1 )  =  [ 1 / ( k j  +  1 )  - d / ( k l  +  1 ) ] .  
( A - 1 2 )  
A  c o m b i n a t i o n  o f  t e r m s  w i t h  s u b s e q u e n t  m u l t i p l i c a t i o n  o f  
c r o s s  t e r m s  a n d  f a c t o r i n g  o u t  k  g i v e s :  
k ( i l  - ~ji - j l  +  ~jl) =  ( j  - c t l  +  ~i - i )  
( A - 1 3 )  
S u b s t i t u t i n g  t h e  o l d  l a b e l s  b a c k  i n  a n d  d i v i d i n g  b y  t h e  
p a r e n t h e t i c a l  t e r m  o n  t h e  l e f t  s i d e  o f  t h e  e q u a t i o n  g i v e s  
E q u a t i o n  I l - 1 2 :  
K e q  
~[L]n - ~[L]tn +  [ L ] n  - [ L ] n  
r  ,  s  r  
[ L ] n [ L ] n  +  ~[L]n[L]n - [ L ] n [ L ] n  - ~[L]n[L]n 
r  t  s  t  s  t  s  r  
6 4  
E R R O R  I N  S Y R I N G E  B U R E T  
A d d i t i o n  o f  3 . 0 0  m l  a l i q u o t s  A d d i t i o n  o f  0 . 3 0  m l  a l i g u o t s  
w e i g h t  
i n c r e m e n t  
w e i g h t  i n c r e m e n t  
2 7 . 6 6 5 7  
2 5 . 3 4 2 0  
3 0 . 6 0 0 6  
2 . 9 3 4 9  
2 5 . 6 3 5 9  
0 . 2 9 3 9  
3 3 . 5 6 5 7  
2 . 9 6 5 1  
2 5 . 9 2 9 6  0 . 2 9 3 7  
3 6 . 5 3 0 0  
2 . 9 6 4 3  2 6 . 2 2 3 0  
0 .  2  9  3!~ 
3 9 . 4 8 4 9  2 . 9 5 4 9  
2 6 . 5 1 8 7  
0 . 2 9 5 7  
1 + 2 .  4 4 2 9  2 . 9 5 8 0  2 6 . 8 1 3 7  0 . 2 9 5 0  
4 5 . 4 1 0 7  2 . 9 6 7 8  2 7 . 1 0 7 9  
0 .  2  9 L } 2  
4 8 . 3 7 1 8  
2 . 9 6 1 1  2 7 . 4 0 1 7  0 . 2 9 3 8  
5 1 . 3 3 7 9  
2 . 9 6 6 1  2 7 . 6 9 4 7  
0 . 2 9 3 0  
S l + . 2 9 5 0  
2 . 9 5 7 1  2 7 . 9 9 0 5  0 . 2 9 5 8  
5 7 . 2 5 3 6  
2 . 9 5 8 6  2 8 . 2 8 4 4  
0 . 2 9 3 9  
6 0 . 2 1 3 9  
2 . 9 6 0 3  
2 8 . 5 8 0 1  0 . 2 9 5 7  
x  =  2 . 9 6 1 3 .  
x  =  0 . 2 9 4 4  
s  =  
. 0 0 4 3  
s  =  0 . 0 0 1 0  
3 .  0 0  m l  ±  0 .  0 0  3  
0 .  3 0  ml~ .  0 0 1  
E r r o r  l i M i t s  a r e  t .
9 5  
s  / [ i l .  
S t a t i s t i c a l  c a l c u l a t i o n s  w e r e  
d o n e  o n  a  H e w l e t t - P a c k a r d  p r o g r a m m a b l e  3 3 - E  c a l c u l a t o r .  
E R R O R  I N  p H  t : E A S U R E M E N T  
T e m p  
- 2 B _  
p H  
2 1  
7 . 5 6  
8 . 1 9  
1 2  
7 . 7 4  
8 . 3 8  
7 . 5 8 8 : t 0 . 0 2 0  
2 1  
7 . 5 8  
8 . 1 8  
1 2  
7 . 6 8  
8 . 3 7  
7 . 7 2 3 : : 0 . 0 2 0  
2 1  
7 . 6 2  
8 . 2 0  
1 2  
7 . 7 1  
8 . 3 5  
8 . 3 7 7 : ! : 0 . 0 1 4  
2 1  
7 . 6 1  
8 . 2 3  
1 2  
7 . 7 5  
8 . 3 6  
8 . 1 8 1 : . 0 . 0 1 8  
2 1  
7 . 5 6  
8 . 1 7  
1 2  
7 . 7 2  
8 . 3 9  
2 1  
7 . 5 7  
8 . 2 0  
1 2  
7 . 7 7  
8 . 4 2  
2 1  
7 . 5 5  
8 . 1 6  
1 2  
7 . 7 2  
8 . 3 6  
2 1  
7 . 6 1  
8 . 1 8  
1 2  
7 . 7 4  
8 . 3 7  
2 1  
7 . 6 3  
8 . 1 6  
1 2  
7 . 6 9  
8 . 3 8  
2 1  
7 . 5 9  
8 . 1 4  
1 2  
7 . 7 1  
8 . 3 9  
0 0 1 0  D I M E N S I O N  A L P H < 2 0 >  
0 0 2 0  D I M E N S I O N  P K < i O >  
0 0 3 0  D I M E N S I O N  P H < o >  
0 0 4 0  D I H E H S I O N  HT<~> 
0 0 4 4  DI~ENSION Z H T < 5 >  
0 0 4 5  D I M E N S I O N  T H T < S >  
0 0 4 6  D I M E N S I O N  T P H < o >  
0 0 4 7  D I M E N S I O N  S T D < S >  
0 0 5 0  S  W R I T E < 6 • 2 1 >  
A P P E N D I X  B  
0 0 6 0  2 1  F O R H A T < ' T I T L E :  B E G I N N I N G  W I T H  T E M P E R A T U R E ' >  
0 0 8 0  R E A D < S • 1 1 > T E H P r T 1 r T 2 r T 3 , T 4  
0 0 8 5  I F < T E M P . E Q . O > G O  T O  1 0 2  
0 0 9 0  1 1  F O R M A T < F 4 . 1 , 4 A 4 >  
0 1 0 0  W R I T E < 6 • 3 2 >  
0 1 0 1  R E A D < S r 3 1 > N  
0 1 0 2  3 1  F O R H A T C I 1 >  
0 1 0 3  W R I T E < 6 • 2 3 >  
0 1 0 4  3 2  F O R H A T < ' H O W  M A N Y  S A M P L E S  W E R E  R U N ? ' >  
0 1 1 0  2 3  F O R H A T < ' L I S T  P H  V A L U E S  I N  U N C R E A S I N G  O R D E R ' >  
0 1 2 0  R E A D < S , 1 3 > < P H < I > r l = 1 r N >  
0 1 3 0  1 3  F O R H A T < 6 F 5 . 2 >  
0 1 4 0  W R I T E < 6 • 2 4 >  
0 1 5 0  2 4  F O R H A T < ' W H A T  W E R E  T H E  M E A S U R E D  P E A K  H E I G H T S 1 ' >  
0 1 6 0  R E A D < S • 1 4 > < H T < I > , I = l • N - 1 >  
0 1 7 0  1 4  F O R H A T < S F S , 1 )  
0 1 8 0  F L A G = O  
~190 W R I T E < 6 • 2 7 >  
0 2 0 0  2 7  F O R H A T < ' W H A T  I S  T H E  N O I S E  L E V E L ? ' >  
0 2 1 0  R E A D < 5 r 1 6 > A  
0 2 2 0  1 6  r O R " A T < F 4 . 1 )  
0 2 : 5  W R I T E < 6 • 3 4 )  
022~ 1 9  F O R H A T < F 4 . 2 >  
0 2 2 9  3 4  F O R H A T < ' W H A T  I S  T H E  E R R O R  T O L E R A N C E ? ' >  
0 2 2 9  R E A r < 5 • 1 9 > T  
0 2 3 0  F H C = A  
0 2 3 1  J H • 7  
0 2 3 2  4 4  T A a F H C / 1 . 2  
0 2 3 3  T S • l . O  
0 2 3 5  D O  4 4 0  I = l r N - 1  
0 2 3 6  Z H T < I > = H T < I > -
0 2 3 7  4 4 0  C O N T I N U E  
0 2 3 8  I N D E X = O  
0 2 3 9  H C = O . O  
0 2 4 0  T S T D • l . O  
0 2 4 1  5 5  D O  3 3 0  L = l r N - 1  
0 2 4 2  T H T < L > = Z H T < L >  
0 2 4 3  3 3 0  C O N T I N U E  
0 2 5 0  L = l  
0 2 6 0  D O  1 0 0  H = l r N - 2  
0 2 7 0  D O  1 0  J = H , N - 2  
0 2 8 0  D O  2 0  I = J r N - 2  
0 2 9 0  A L P H < L > = T H T < J > I T H T < I + 1 >  
0 3 0 0  L = L + l  
0 3 1 0  2 0  C O N T I N U E  
0 3 2 0  1 0  C O N T I N U E  
0 3 3 0  D O  3 0  K = H + l • N - 1  
0 3 4 0  T H T < K > = T H T < K > - T H T < H >  
03~0 3 0  C O N T I N U E  
0 3 6 0  1 0 0  C O N T I N U E  
0 3 6 5  A K W = 0 . 0 0 0 1 8 2 3 * T E H P * * 2 , 0 - 0 . 0 4 2 6 7 * T E H P t 1 4 . 9 4 6  
0 3 7 0  D O  4 0  I • l r N  
0 3 8 0  T P H < I > = 1 0 * * < P H < I > - A K W >  
0 3 9 0  4 0  C O N T I N U E  
0 4 0 0  S U H = O . O  
0 4 1 0  S S Q = O . O  
0 4 2 0  H = O  
* 0 1 0 0  
* 0 1 0 1  
* 0 1 0 2  N = S  
* 0 1 0 4  
* 0 1 9 0  
* 0 2 0 0  A = 1 S . O  
* 0 2 1 0  
* 0 2 2 0  
* 0 2 2 5  
* 0 2 2 7  T = 0 . 0 3  
* 0 2 2 8  
* 0 2 2 9  
0 4 3 0 · 1 0 = 0 -
0 4 4 0  D O  5 0  I = l r N - 2  
0 4 5 0  D O  5 0  J = I + t r N - 1  
8:~8 
0 4 8 0  
0 4 9 0  
· o s o o  
0 5 1 0  
0 5 2 0  
0 5 3 0  
0 5 5 0  
0 5 6 0  
0 5 7 0  
0 5 8 0  
0 5 9 0  
0 6 0 0  
0 6 1 0  
0 6 1 1  
0 6 1 2  
0 6 1 3  
0 6 1 4  
0 6 1 9  
0 6 2 0  
0 6 3 0  
0 6 4 0  
0 6 5 0  
0 6 6 0  
0 6 7 0  
0 6 8 0  
0 6 9 0  
0 7 0 0  
0 7 1 0  
0 7 2 0  
0 1 3 0  
0 7 4 0  
0 7 5 0  
0 7 6 0  
0 7 7 0  
0 7 7 2  
0 7 8 0  
0 7 9 0  
0 7 9 1  
0 7 9 2  
0 7 9 3  
0 7 9 4  
0 7 9 5  
0 7 9 6  
0 7 9 7  
0 7 9 8  
0 7 9 9  
0 8 0 0  
0 8 0 1  
0 8 0 2  
0 8 0 3  
0 8 0 8  
0 8 1 0  
0 8 1 2  
0 8 1 6  
0 8 1 7  
0 8 1 8  
0 9 1 9  
0 8 2 0  
0 8 2 2  
0 8 2 4  
L = J + l r N  
D O  S O  
f t = t 1 + 1  
U 1 = T F " H < L > - T P H < I >  
U 2 = T P H < J > - T P H < I >  
E Q K = < A L P H < H > * U 1 - U 2 > 1 < U 2 * T P H < L > - A L P H < M J # T P H < J > * U 1 >  
I F C E Q K . L E . O > G O  T O  5 0 0  
P K C H > = A L O G 1 0 < E Q K >  
1 5 0  S U H = S U H + P K < H >  
S Q = P K C H > * * 2  
S S Q = S S C H S Q  
S O  C O N T I N U E  
H 2 = t 1 - I O  
A V = S U H / H 2  
V = < S S Q - H 2 * A V * * 2 > / C H 2 - 1 )  
S = V * * 0 . 5  
S E = 2 * S / H 2 * * 0 . S -
I F < S E . L E . T S > T S = S E  
I F C S E . L E . T S > T A V = A V  
I F < S E . L E . T S > F H C = H C  
I F < I N D E X . E O . l > G O  T O  1  
G O  T O  3 0 0  
S O O  P K 0 1 > = 0 . 0 -
I O = I 0 + 1  
G O  T O  1 5 0  
3 0 0  I F C F L A G . E G . 1 . 0 > G O  T O  9 9  
L • O  
D O  7 0  H = l r N - 2 .  
D O  7 0  J = H + l  r l " l - 1  
D O  7 0  I = . J + 1 r N  
L = L + l  
W R I T E C 6 r 2 S > H r J r I , P K C L >  
2 5  F O R H A T < ' S A H P L E S :  ' • 3 1 1 • '  P K =  ' , F S . 2 >  
7 0  C O N T I N U E  
F L A G • t . O  
8 8  W R I T E C 6 , 2 6 > A V , S E  
i 6  F O R H A T C ' T H E  H E A N  P K  I S :  - , 4 x , F s . 2 . ·  P L U S  O R  M I N U S :  ' • F 4 . 2 )  
I F < N . N E . S > G O  T O  7 7  
9 9  I F < S E . L E . T > G O  T O  1 0 1  
S U H = O . O  
S S Q = O . O  
I H = O  
D O  2 0 0  I = 7 , 1 0 , 1  
P K I = P K < I >  
C A L L  S U B C P K I , S S Q , S U H >  
2 0 0  C O N T I N U E  
G O  T O  2 0 1  
2 1 2  S U H = P K C 1 0 )  
S S Q = P K < 1 0 > * * 2  
D O  6 0 0  I = 4 r 6 r 1  
P K I = P K <  I >  
C A L L  S U B C P K I . s s a . s U H >  
6 0 0  C O N T I N U E  
G O  T O  2 0 1  
2 1 3  S U H = P K < 2 >  
S S Q = P K < 2 > * * 2  
D O  7 0 0  I = J , 9 , 3  
P K I = P K <  I >  
C A L L  S U B C P K r . s s a . s u H >  
7 0 0  C O N T I N U E  
G O  T O  2 0 1  
2 1 4  S U l ' 1 = P K < 8 >  
S S Q = P K C 8 > * * 2  
0 8 2 6  D O  8 0 0  I = 1 , 5 , 2  
0 8 2 7  P K  I  = P K  C I  >  
0 8 2 8  C A L L  S U B < P K I , S S D r S U H )  
6 6  
0 8 3 0  8 0 0  C O N T I N U E  
0 8 3 2  G O  T O  2 0 1  
0 8 3 4  2 1 5  S U M = P K < 2 >  
0 8 3 6  S S Q = P K < 2 > * * 2  
0 8 3 8  D O  9 0 0  1 = 1 • 7 • 3  
0 8 3 9  P K I = P K < I >  
0 8 4 0  C A L L  S U B < P K i r S S G r S U H >  
0 8 4 5  9 0 0  C O N T I N U E  
0 8 5 0  2 0 1  A V E = S U H / 4 . 0  
0 8 5 1  I M = I M + 1  
0 8 5 2  V A R = < S S Q - 4 . 0 * A V E * * 2 > 1 3 . 0  
0 8 5 4  S T D < I H > = V A R * * O . S  
0 8 5 5  I F < S T D < I H > . L E . T S T D > T S T D = S T D < I H >  
0 8 5 6  I F < S T D < I H > . L E . T S T D > K H = I H  
0 8 6 5  I F < I H . E 0 . 1 > G O  T O  2 1 2  
0 8 7 0  I F < I H . E G . 2 > G O  T O  2 1 3  
0 8 7 5  I F < I H . E G . 3 > G O  T O  2 1 4  
0 8 8 0  I F < I H . E 0 . 4 > G O  T O  2 1 5  
0 8 9 0  I N D E X = !  
0 8 9 5  1  I F < S E . L E . T > G O  T O  1 0 1  
0 8 9 8  I F < J H . E O . K H > G O  T O  7 8  
0 9 0 0  H O D E = 1  
0 9 0 2  K S = K H - 1  
0 9 0 4  I F < K S . N E . O > G O  T O  2 5 0  
0 9 2 0  I F < P K < S > . G T . P K < 6 > > M O D E = O - H O D E  
0 9 3 0  D O  1 4 0  1 = 1 • 4  
0 9 3 4  Z H T < I > • Z H T < I > + H O D E * T A / 2 . 0  
0 9 3 6  1 4 0  C O N T I N U E  
0 9 3 8  G O  T O  2 6 0  
0 9 4 0  2 5 0  I F < P K < 7 > . G T . P K < 1 0 > > M O D E = O - M O D E  
0 9 4 2  I F < K S . E a . 1 . o R . K S . E Q . J ) H O D E = O - M O D E  
0 9 4 4  Z H T < K S > = Z H T C K S > + H O D E * T A / 2 . 0  
0 9 5 0  2 6 0  H C = H C + H O D E * T A / 2 . 0  
0 9 6 0  T A • T A / 2 . 0  
0 9 7 0  I F < T A . G T . 0 . 2 > G O  T O  5 5  
0 9 8 0  J H = K l 1  
O~R6 I F < K S . E O . O > G O  T O  2 2  
0 9 9 0  H T < K S > = H T < K S > + F H C  
0~95 G O  T O  4 4  
1 0 0 0  ? ?  D O  4 6 0  I = 1 r 4  
1 0 0 2  H T \ I > = H T < I > + F H C  
1 0 0 4  4 6 0  C O N T I N U E  
1 0 1 0  G O  T O  4 4  
1 0 2 0  1 0 1  H T < K S > = H T < K S > + F H C  
1 0 3 0  W R I T E < 6 r 2 8 > A V r S E r C H T < I > • I = 1 r 4 l  
1 0 4 0  2 8  F O R H A T < ' T H E  A D J U S T E D  P K  I S t  ' r F S . 2 r '  P L U S  O R  M I N U S :  ' r F 4 . 2 r  
1 0 4 1 1 / , ' W I T H  N E W  P E A K  H T S  O F :  ' • 4 F 6 . 1 >  
1 0 6 0  G O  T O  3 3  
1 0 6 2  7 8  W R I T E < 6 r 3 6 ) T A V r T S  
1 0 6 4  3 6  F O R H A T C ' T H E  B E S T  F I T  P K  I S :  ' r F S . 2 • '  P L U S  O R  M I N U S :  ' r F 4 . 2 >  
1 0 6 5  W R I T E < 6 • 3 7 > < H T C I > • I = l r 4 )  
1 0 6 6  3 7  F O R H A T C ' W I T H  N E W  P E A K  H T S  O F :  ' • 4 F 6 . 1 >  
1 0 6 8  G O  T O  3 3 ·  
1 0 7 0  7 7  W R I T E C 6 r 2 9 >  
1 0 8 0  2 9  F O R H A T < ' T O  U S E  A U T O  A D J U S T H E N T  U S E S  P H S  P E R  R U N ' >  
1 0 8 5  3 3  G O  T O  5  
1 0 9 0  1 0 2  S T O P  
1 1 0 0  E N D  
1 1 0 1  S U B R O U T I N E  S U B < P r s x 2 . s x >  
1 1 0 2  S X = S X + P  
1 1 0 3  S 2 = P * * 2  
1 1 0 4  S X 2 = S X 2 + S 2  
1 1 0 5  R E T U R N  
1 1 0 6  E N D  
6 7  
A L E R N A T E "  P R O G R A M  U S I N G  E Q .  V I - 1  
0 0 1 0  D I M E N S I O N  P H < 5 >  
0 0 3 0  D I M E N S I O N  A B < 5 >  
o o • o  D I M E N S I O N  O H C 5 )  
0 0 5 0  1  W R I T E < 6 • 1 6 >  
0 0 6 0  R E A D < 5 • 1 l ) T l r T 2 t T 3 t T 4  
0 0 7 0  I F < T l . L E . o . o > G O  T O  2  
0 0 8 0  W = 0 . 0 0 0 1 8 2 3 • T 1 * * 2 , 0 - 0 . 0 4 2 6 7 * T 1 + 1 4 . 9 4 6  
0 0 9 0  W R I T E < 6 • 1 7 >  
0 1 0 0  R E A D C S , 1 2 > < P H < I > r I = 1 r 5 >  
0 1 1 0  W F H T E C 6 ' 1 B >  
0 1 2 0  R E A D C 5 r 1 3 > C A B < I > r I = 2 r S >  
0 1 3 0  D O  1 0 0  I • l r 5  
0 1 4 0  O H C I > = l O * * < P H < I > - W >  
0 1 5 0  1 0 0  C O N T I N U E  
0 1 6 0  S X = O . O  
0 1 7 0  S Y • O . O  
0 1 8 0  S X 2 = 0 . 0  
0 1 9 0  S X Y • O . O  
0 2 0 0  D O  2 0 0  N = 2 • 5  
0 2 1 0  X = O H ( N )  
0 2 2 0  Y = < O H < 1 > - 0 H C N ) ) / A B < N >  
0 2 3 0  X Y = X * Y  
0 2 4 0  X 2 = X * * 2 • 0  
0 2 5 0  S X = S X + X * 2 . 0 -
0 2 6 0  S Y = S Y + Y * 2 . 0  
0 2 7 0  S X 2 = S X 2 + x 2 • 2 . o  
0 2 8 0  S X Y = S X Y + X Y * 2 . 0 -
0 2 9 0  2 0 0  C O N T I N U E  
0 2 9 5  M = < N - 1 > * 2  
0 3 0 0  D = < S X 2 * M - S X * * 2 , 0 >  
0 3 1 0  A=C~XY*M-SX•SY)/D 
0 3 2 0  B = C S X 2 * S Y - S X * S X Y > / D  
0 3 3 0  E = A / B  
0 3 4 0  P K = O . O - A L O G 1 0 < E >  
0 3 5 0  W R I T E < 6 • 2 6 > P K  
0 3 6 0  W R I T E < 6 • 2 7 > T 1 r T 2 r T J , T 4  
0 3 7 0  D O  3 0 0  I = 2 • S  
0 3 8 0  U Y = A * O H < I > + B  
0 3 8 S  A B S = C O H < l > - O H C I ) > / U Y  
0 3 9 0  W R I T E < 6 • 2 B > I r A B S  
0 4 0 0  3 0 0  C O N T I N U E  
0 4 1 0  G O  T O  1  
0 4 2 0  1 1  F O R M A T < F 4 . 1 r 3 A 4 >  
0 4 3 0  1 2  F O R M A T C 5 F 5 . 2 >  
0 4 4 0  1 3  F O R M A T < 4 F 7 . 4 >  
0 4 5 0  1 6  F O R M A T < ' T E M P E R A T U R E :  ' )  
0 4 6 0  1 7  F O R M A T < ' P H  V A L U E S :  ' )  
0 4 7 0  1 8  F O R M A T < ' A B S O R B A N C E S :  ' )  
0 4 8 0  2 6  F O R M A T < ' T H E  P K  I S :  ' , 3 x , F s . 2 >  
0 4 9 0  2 7  F O R H A T C ' C U R V E  F I T  F O R :  ' • F 4 . 1 • 3 A 4 r / r ' S A M P L E  N O .  A B S O R B A N C E ' >  
0 5 0 0  2 8  F O R M A T < s x , z 1 , 7 x , F 7 . 4 >  
0 5 1 0  2  S T O P  
0 5 2 0  E N D  
6 8  
A P P E N D I X  C  
C A L C U L A T I O N  O F  I O N I C  S T R E N G T H  I N  B U F F E R  S O L U T I O N S  
T h e r e  a r e  s e v e r a l  w a y s  o f  c o m p u t i n g  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  
o f  v a r i o u s  b u f f e r  s o l u t i o n s .  T h e  m o s t  c o n n n o n  i s  t o  u s e  
p r e p a r e d  n o m o g r a p h s .  T h e  c o n s t r u c t i o n  o f  n o m o g r a p h s  i s  
d e s c r i b e d  b y  D a v i s  ( 1 9 4 5 ) .  H o w e v e r ,  . i n  a  w e a k  a c i d  o r  b a s e  
s o l u t i o n  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  d e p e n d s  o n  t h e  d i s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t  o f  t h e  a c i d  o r  b a s e ,  b u t  i f  t h i s  s o l u t i o n  i s  b u f f -
e r e d  w i t h  a  h i g h l y  i o n i z a b l e  c o m p o n e n t  t h e n  t h e  i o n i c  
s t r e n g t h  w i l l  d e p e n d  a l m o s t  e n t i r e l y  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h a t  c o m p o n e n t .  T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  q u i t e  v i v i d l y  b y  
B o y d ' s  n o m o g r a m  f o r  a c e t a t e  b u f f e r s  ( 1 9 4 5 ) .  I t  i s  c l e a r  
f r o m  i n s p e c t i o n  t h a t  e x c e p t  i n  e x t r e m e l y  c o n c e n t r a t e d  
s o l u t i o n s  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  o f  a c e t a t e  b u f f e r s  i s  s i m p l y  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s o d i u m  a c e t a t e  u s e d  t o  m a k e  t h e  b u f f e r .  
I t  w o u l d  b e  m u c h  e a s i e r  t o  m a k e  a c e t a t e  b u f f e r s  b y  a d d i n g  
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  t o  s o l u t i o n s  o f  s o d i u m  a c e t a t e  w h i l e  
m o n i t o r i n g  t h e  p H  w i t h  a  g l a s s  e l e c t r o d e .  I  h a v e  f o u n d  t h a t  
t h e  e r r o r  i n v o l v e d  i n  t h i s  a p p r o x i m a t i o n  i s  n o  g r e a t e r  t h a n  
i n v o l v e d  i n  r e a d i n g  t h e  s c a l e s  o f  a  c a r e f u l l y  c o n s t r u c t e d  
n o m o g r a p h .  
F o r  a  T r i s - s u l f a t e  b u f f e r  o f  r e l a t i v e l y  l o w  i o n i c  
s t r e n g t h  i t  c a n  b e  a s s u m e d  t h a t  t h e  s u l f a t e  i s  t o t a l l y  
7 0  
i o n i z e d  a n d  t h a t  e v e r y  p r o t o n  h a s  i o n i z e d  a  T r i s  m o l e c u l e  
a n d  t h a t  n o  o t h e r  T r i s  h a s  b e e n  i o n i z e d .  T h e  i o n o c  s t r e n g t h  
i s  g i v e n  b y :  
I =  ~Ic.z~ =~([Tris+]+ 4 [ S o -
4
2
J )  =  ~(2M +  4 M )  = 3 M  
i  i  
w h e r e  M  i s  t h e  m o l a r i t y  o f  s u l f u r i c  a c i d  u s e d  t o  m a k e  t h e  
b u f f e r .  I f  p o t a s s i u m  h y d r o g e n  s u l f a t e  w a s  u s e d  t o  m a k e  t h e  
b u f f e r  t h e  i o n i c  s t e n g t h  i s  g i v e n  b y :  
I =  \ C [ K + ]  +  [ T r i s + ] +  4 [ s o z
2
] )  =  ~(M +  M  +  4 M )  = 3 M  
a l s o .  T h e  e r r o r  i n t r o d u c e d  b y  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  
i o n i z e d  T r i s  i s  e q u a l  t o  t h e  p r o t o n s  a d d e d  i s  l e s s  t h a n  0 . 1 %  
i n  a  s o l u t i n o  o f  i o n i c  ~trength o f  0 . 1  w h e n  t h e  p H  i s  r a i s e d  
t o  9 . 0 ,  s i n c e  r a i s i n g  t h e  p H  t o  9 . 0  o n l y  r e m o v e s  1 0 - S  m o l a r  
p r o t o n s .  
A l l  i o n i c  s t r e n g t h  c a l c u l a t i o n s  i n  t h i s  t h e s i s  h a v e  
u s e d  t h i s  a p p r o x i m a t i o n .  
